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TROY: TNFRSF expresada en el embrión de ratón. (TNFRSF expressed 
on the mouse embryo) 
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Nomenclatura 
 Para la notación de las mutaciones hemos adoptado las 
recomendaciones de la Human Genome Variation Society ( 
http://www.hgvs.org/mutnomen/) que sugieren el uso del prefijo "c." 
cuando la descripción de la mutación se refiera a la secuencia del ADNc 
y del prefijo "p." cuando la mutación se refiera a la secuencia de la 
proteína. Así la mutación c.758delC refleja la deleción de una C en la 
posición 758 del ADNc de LGI1 (según la secuencia depositada en 
GenBank de referencia AF055636) mientras que p.C46R hace referencia 
a la substitución de una arginina por una cisteína en la secuencia 
aminoacídica de LGI1. 
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IV. INTRODUCCIÓN 
1. VISIÓN GENERAL DE LA EPILEPSIA 
Apenas ninguna otra enfermedad nos permite remontarnos en la 
historia de la medicina tanto como la epilepsia; existen numerosas 
referencias desde los primeros tiempos de la historia que constatan que 
esta enfermedad ha acompañado al hombre desde sus orígenes. Hasta 
hace pocos siglos, la epilepsia era conocida como una enfermedad 
sagrada y se pensaba  que estaba causada por una posesión 
sobrenatural, demoníaca. Los epilépticos eran alejados de la sociedad, 
temidos y mirados como personas extrañas. El concepto de “Epilepsia” 
deriva de la palabra griega “epilambaneim”, que significa “ser agarrado, 
atacado”. Sin embargo, ya en los escritos hipocráticos se considera la 
epilepsia como una enfermedad, y el mismo Hipócrates concluyó que la 
causa de la mayoría de las epilepsias era hereditaria. 
Tanto entonces como hoy, esta enfermedad es considerada como 
una de las enfermedades crónicas más habituales: desde un 0,5 hasta 
un 1% de la humanidad padece esta enfermedad. La máxima incidencia 
se da en niños pequeños y ancianos. 
Es importante diferenciar entre crisis epiléptica y epilepsia. Una 
crisis epiléptica es un exceso de actividad neuronal, que se caracteriza 
por descargas excesivas y anormalmente sincronizadas. Se habla de 
epilepsia cuando una persona padece crisis epilépticas repentinas y 
episódicas. De modo que se pueden sufrir crisis epilépticas sin padecer 
epilepsia. 
Las manifestaciones particulares de cualquiera de las crisis 
individuales dependen de varios factores: 
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- Si se afecta una parte o la mayoría de la corteza cerebral desde el 
inicio. 
- Las funciones de las áreas corticales donde se origina la crisis. 
- El patrón subsiguiente de diseminación dentro del cerebro. 
2. CLASIFICACIÓN DE LAS CRISIS EPILÉPTICAS 
Las crisis se pueden clasificar desde el punto de vista clínico en 
dos grupos: parciales y generalizadas (Tabla1). Esta clasificación simple 
se ha revelado de gran utilidad para los médicos porque la eficiencia de 
los anticonvulsivos depende del tipo de crisis epilépticas.  
Las crisis focales o parciales se originan en un pequeño número 
de neuronas que constituyen un foco epiléptico (Figura 1). Las crisis 
parciales pueden ser parciales simples (sin alteración de la consciencia) 
o parciales complejas (con alteración de la consciencia). Si una crisis 
parcial continúa progresando, puede perder la consciencia, caer al 
suelo, extender rígidamente las cuatro extremidades (fase tónica) y 
después tener sacudidas de todas las extremidades (fase clónica). Estos 
síntomas se clasifican como crisis tonicoclónica secundariamente 
generalizada (antes llamada de grand mal). 
 
Los síntomas que preceden al inicio del una crisis parcial se 
denominan auras. Las auras comprenden frecuentemente sensaciones 
anormales como temor, una sensación ascendente en el abdomen, o 
incluso un determinado olor. El aura se debe a la actividad eléctrica 
originada en el foco epiléptico y, por tanto, representa la manifestación 
más temprana de una crisis parcial. El tiempo que transcurre después 
Figura 1. Crisis parcial o focal, las descargas se 
inician en una región del cerebro 
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de una crisis parcial hasta que el paciente recupera una función 
neurológica normal se denomina período postcrítico. 
Las crisis generalizadas comienzan sin estar precedidas de un 
aura o crisis focal y afectan desde el principio a ambos hemisferios 
(Figura 2). Pueden dividirse a su vez en convulsivas y no convulsivas, 
dependiendo si la crisis se acompaña o no de movimientos tónicos o 
clónicos. El prototipo de crisis generalizada no convulsiva es la típica 
crisis de ausencia (antes llamada petit mal) que se observa en niños. 
Estas crisis comienzan de forma repentina, habitualmente duran menos 
de diez segundos, van acompañadas del cese de toda actividad motora y 
provocan pérdida de la consciencia a diferencia de lo que sucede en las 
crisis parciales y no hay aura ni período postcrítico. Los pacientes 
pueden presentar manifestaciones leves como parpadeo, pero no se 
caen ni manifiestan movimientos tonicoclónicos. 
 
Otras crisis generalizadas pueden consistir solamente en 
movimientos motores (mioclónicas, clónicas o tónicas). Sin embargo, la 
crisis generalizada más frecuente es la tonicoclónica o de grand mal. 
Estas crisis convulsivas empiezan también de forma repentina, a 
menudo con un gruñido o un grito al producirse una espiración forzada 
por la contracción tónica del diafragma y el tórax. Es durante la fase 
tónica cuando el paciente puede caer al suelo rígido y con la mandíbula 
encajada, perder el control del esfínter urinario o rectal y llegar a estar 
cianótico. La fase tónica típica dura unos 30 segundos antes de 
evolucionar a unas sacudidas clónicas de las extremidades que duran 
uno o dos minutos. Esta fase activa de la crisis generalizada 
tonicoclónica va seguida de una fase postcrítica durante la cual el 
Figura 2 Crisis generalizada, las descargas afectan 
 toda la corteza cerebral desde el principio 
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paciente está somnoliento y puede quejarse de cefalea y dolor muscular 
(Westbrook G 2000)  
En la tabla 1 aparece un resumen de la clasificación de las crisis 
epilépticas de acuerdo con los criterios de la Comisión de Clasificación y 
Terminología de la Liga Internacional contra la Epilepsia (1981, 1985) 
Tabla 1. Clasificación Internacional de las Crisis Epilépticas 
Crisis epilépticas 
I. Crisis parciales (focales) 
• Crisis parciales simples (con síntomas motores, sensitivos, autónomos o psicológicos). 
• Crisis parciales complejas 
• Crisis parciales complejas con evolución a crisis secundariamente generalizadas. 
II. Crisis generalizadas (convulsivas o no convulsivas) 
• Ausencias 
1. Típicas (petit mal) 
2. Atípicas 
• Mioclónicas 
• Clónicas 
• Tónicas 
• Tonicoclónicas 
• Atónicas 
El desarrollo de una descarga cerebral anómala podría resultar en 
una sincronización entre distintas zonas neuronales cerebrales si se da 
al menos una de las siguientes circunstancias: 
- La presencia de subpoblaciones de neuronas que posean 
características intrínsecas de generación de descarga. 
- La pérdida de los mecanismos de control inhibitorio 
postsináptico. 
- La existencia de un grado importante de acoplamiento sináptico 
excitatorio entre miembros de una población  neuronal. 
El primer caso sucede más frecuentemente en las epilepsias 
generalizadas genéticas que, de manera general, se asocian a cambios 
en proteínas de membrana que aumentan la excitabilidad neuronal 
como son, por ejemplo, las alteraciones de los canales de potasio 
dependientes de voltaje. En los otros dos casos, la alteración en los 
circuitos excitatorio e inhibitorio parece ser el mecanismo 
desencadenante de las epilepsias parciales. 
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Por otra parte, el control genético de la excitabilidad neuronal 
puede ser directo, alterando los mecanismos de excitabilidad de la 
membrana según el ejemplo anterior de mutaciones en canales iónicos, 
esto es lo que parece desencadenar las crisis generalizadas, o bien 
indirecto, en relación con cambios estructurales del cerebro 
producidos por distintas enfermedades genéticas, que dañan zonas 
concretas cerebrales y alteran mecanismos excitatorios e inhibitorios. 
Las epilepsias genéticas pueden tener una herencia de tipo 
mendeliano en las que un único locus da cuenta de la segregación de la 
enfermedad. Otras epilepsias son enfermedades genéticas no 
mendelianas, es decir, con una herencia poligénica o compleja, en las 
que el patrón de agrupamiento familiar puede ser explicado por la 
interacción de varios loci junto con factores ambientales o por el patrón 
de herencia materna de ADN mitocondrial. Por último hay 
alteraciones cromosómicas que se acompañan también de epilepsia.  
 
3. CLASIFICACIÓN DE LAS EPILEPSIAS Y LOS 
SÍNDROMES EPILÉPTICOS. 
Las epilepsias son un grupo heterogéneo de enfermedades con 
diversas etiologías, que para su estudio se clasifican en síndromes. La 
clasificación de las epilepsias y síndromes epilépticos aceptada por la 
ILAE (Internacional League Against Epilepsy) en 1985 (Commission-on-
Classification-and-Terminology-of-the-International-Leagle-Against-
Epilepsy 1985) y modificada ligeramente en 1989 (Commission-on-
Classification-and-Terminology-of-the-International-Leagle-Against-
Epilepsy 1989) ha supuesto probablemente el avance más importante 
en el campo de la epileptología, al menos desde el punto de vista clínico 
(tabla 2). La clasificación actual (1989) está basada en la diferenciación 
entre síndromes generalizados, síndromes focales o relacionados con 
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una localización, síndromes indeterminados y síndromes especiales. Por 
otra parte dicha clasificación distingue en cada uno de los grupos los 
síndromes idiopáticos, sintomáticos y criptogénicos. (Steinlein 2004) 
Síndromes idiopáticos, son aquellos en los que no existe otra 
enfermedad que la propia epilepsia y quiere translucir una propensión 
de la corteza cerebral a generar crisis epilépticas sin otra causa que una 
base genética. 
Síndromes sintomáticos (epilepsias secundarias), aquellas de 
etiología conocida; como trauma, tumor, malformaciones cerebrales o 
enfermedades metabólicas. Existen cientos de enfermedades 
hereditarias, generalmente muy poco frecuentes, en las que aparecen 
crisis epilépticas como parte del fenotipo clínico complejo. En la 
mayoría de los casos son enfermedades degenerativas, o trastornos en 
la migración neuronal, en las que las crisis aparecen como 
consecuencia del daño neuronal, y es poco probable que los genes 
implicados en su aparición tengan importancia en el origen de 
epilepsias idiopáticas. 
Síndromes criptogénicos, conforman las de causa desconocida, 
aunque se supone una base sintomática debido a pruebas 
circunstanciales o similitudes con casos en los que se conoce la causa. 
Tabla 2. Clasificación de las Epilepsias y Síndromes Epilépticos (ILAE, 1989) 
Síndromes generalizados 
I. Idiopáticos 
• Convulsiones neonatales familiares benignas 
• Convulsiones neonatales benignas 
• Epilepsia mioclónica benigna del lactante 
• Epilepsia de ausencias infantiles 
• Epilepsia de ausencias juveniles 
• Epilepsia mioclónica juvenil 
• Epilepsia con crisis gran mal del despertar 
• Otras epilepsias generalizadas idiopáticas 
• Epilepsia con crisis provocadas por estímulos específicos 
II. Criptogénicos o sintomáticos 
• Síndrome de West 
• Síndrome de Lennox-Gastaut 
• Epilepsia con crisis mioclónico-astáticas (Síndrome de Doose) 
• Epilepsia con ausencias mioclónicas 
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4. EPILEPSIA LATERAL TEMPORAL AUTOSÓMICA 
DOMINANTE (ADLTE). 
La Epilepsia del lóbulo temporal es la forma de epilepsia parcial 
más común en adultos y tradicionalmente se la ha considerado como 
un síndrome adquirido consecuencia de una lesión previa como la 
esclerosis del hipocampo, tumores, traumatismos craneales o 
malformaciones vasculares congénitas. Sin embargo en los últimos 20 
años se ha puesto en evidencia que la Epilepsia de Lóbulo Temporal 
corresponde en realidad a un grupo heterogéneo de síndromes 
epilépticos en los que el componente genético juega un papel 
importante (Vadlamudi et al. 2003). 
Tabla 2 (Continuación). Clasificación de las Epilepsias y Síndromes Epilépticos 
(ILAE, 1989) 
III. Sintomáticos 
- Encefalopatía mioclónica precoz 
- Encefalopatía epiléptica infantil precoz con patrón de supresión (Síndrome 
de Ohtahara) 
- Otras epilepsias generalizadas sintomáticas 
• Etiología específica 
- Numerosas causas metabólicas o degenerativas pueden incluirse en este 
apartado (p. ej., epilepsias mioclónicas progresivas). 
 
Síndromes focales 
I. Idiopáticos 
• Epilepsia benigna infantil con paroxismo centrotemporales 
• Epilepsia benigna infantil con paroxismos occipitales 
• Epilepsia primaria de lectura 
 
II. Criptogénicos  
 
III. Sintomáticos 
• Epilepsia parcial continua (Síndrome de Kojewnikow) 
• Epilepsia del lóbulo temporal 
• Epilepsia del lóbulo frontal 
• Epilepsia del lóbulo parietal 
• Epilepsia del lóbulo occipital 
 
Síndromes indeterminados  (con crisis parciales y crisis generalizadas) 
• Crisis neonatales 
• Epilepsia mioclónica-severa 
• Epilepsia con punta-onda continua durante el sueño 
• Epilepsia con afasia adquirida (Síndrome de Landau-Kleffner) 
 
Síndromes especiales 
• Convulsiones febriles 
• Crisis provocadas por un factor tóxico o metabólico 
• Crisis aisladas; estado de mal aislado 
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Hasta el momento se han descrito dos síndromes epilépticos 
temporales con herencia mendeliana, clínicamente bien diferenciados y 
con crisis que comienzan en el lóbulo temporal (revisado en (Poza 
2000)). 
Por un lado está la epilepsia temporal de origen mesial (FTLE; 
OMIM: 608096), descrita por Berkovic (Berkovic et al. 1996). En este 
tipo de epilepsia es característica la presentación de auras mesiales 
tales como fenómenos psíquicos (déjà vu, miedo), autosómicos 
(náuseas, taquicardia) o sensoriales (sensación de movimiento, 
distorsiones complejas de imágenes o sonidos). Predominan las crisis 
parciales complejas, a veces con automatismos oroalimentarios. Las 
crisis se inician en la juventud, son poco frecuentes y responden bien a 
los fármacos antiepilépticos, aunque recurren si se suspende el 
tratamiento. El EEG intercrítico y la neuroimagen son normales. Se 
encuentra asociada al cromosoma 12q22-q23.3. 
Por otra parte la epilepsia lateral temporal autosómica 
dominante (ADLTE; ADPEAF; OMIM: 600512) cursa con crisis 
parciales simples aisladas, que se manifiestan por síntomas visuales 
(luces, colores y figuras simples) o auditivos (sensación de zumbido, 
ruido parecido al de maquinaria o música), frecuentemente con 
generalización secundaria, que aparecen de manera habitual en las 
primeras horas de sueño. Al igual que en la epilepsia temporal de origen 
mesial, las crisis son poco frecuentes y responden bien a los fármacos 
antiepilépticos, aunque suelen reaparecer al suspender la medicación. 
No suele haber estupor postcrítico, aunque es frecuente que los 
pacientes refieran cefalea después de las crisis. El EEG intercrítico 
habitualmente es normal, aunque puede detectarse actividad epiléptica 
temporo-occipital, mientras que la neuroimagen es normal. La edad de 
inicio de esta enfermedad es bastante variable incluso en una misma 
familia, aunque normalmente afecta a individuos jóvenes. Se le atribuye 
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un 70% de penetrancia.(Poza 2000; Winawer et al. 2000; Lopez de 
Munain et al. 2002) 
 
5. ASOCIACIÓN DE LGI1 COMO GEN CAUSANTE DE 
ADLTE. 
5.1. Ligamiento con el cromosoma 10q 23-24. 
El cuadro de la enfermedad fue descrito inicialmente por el grupo 
de Ottman y colaboradores en 1995. Realizaron un estudio genético 
sobre una familia americana y asociaron la predisposición genética a 
padecer ADLTE al cromosoma 10q22-q24, acotando la región de 
ligamiento entre los marcadores D10S185 y D10S192, los cuales 
delimitan una región de 10 cM. (Ottman et al. 1995) Posteriormente, en 
1999, el grupo de Poza y colaboradores replicó estos hallazgos en una 
familia de origen vasco, la cual presentaba un síndrome epiléptico de 
características clínicas muy similares. Delimitaron una región de 
ligamiento de 15 cM entre los marcadores D10S532 y D10S1758.(Poza 
et al. 1999) 
La región de 10 cM delimitada por Ottman y colaboradores solapa 
en 3 cM con la descrita por Poza y colaboradores de 15 cM, entre los 
marcadores D10S185 y D10S577 (figura 3, pág 11). Debido a la gran 
similitud en las características clínicas de los pacientes entre las dos 
familias analizadas, hizo suponer que muy probablemente sea el mismo 
gen el causante de este tipo de epilepsia. 
Estudios posteriores describieron siete familias con un fenotipo 
similar al producido por ADLTE, una italiana (Michelucci et al. 2000), 
una alemana (Mautner et al. 2000), una noruega (Brodtkorb et al. 2002) 
y cuatro americanas (Winawer et al. 2002). Estas familias presentaban 
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un análisis de ligamiento consistente con la misma localización en 10q, 
pero no lograban acotar más la región previamente delimitada de 3 cM.  
 
5.2. Selección LGI1 como gen candidato 
En la región de 10 cM acotada en el ligamiento realizado en la 
familia americana (Ottman et al. 1995) se habían propuesto algunos 
genes ya conocidos cuya función les podría hacer potenciales 
candidatos: dos receptores adrenérgicos (β-1 y α2A), genes relacionados 
con el metabolismo del glutamato que potencialmente podían tener un 
efecto sobre la disponibilidad de este neurotransmisor para la 
transmisión excitatoria, la Protein Kinasa calcio/calmodulina 
dependiente γ como modulador metabólico, así como secuencias 
homólogas a otros receptores de membrana conocidos (Ottman et al. 
1995). De todos estos genes, tan sólo el receptor adrenérgico α-2A 
(ADRA2A) se encontraba en la región mínima de 3 cM establecida por el 
solapamiento de los estudios de ligamiento, pero había sido 
previamente descartado al no encontrar mutaciones en su secuencia 
codificante en individuos afectados de ADLTE (Wilson et al. 1998). 
En 2000 Winawer y colaboradores publicaron que la región 
solapante de 3 cM se correspondía aproximadamente con 4 Mb 
(Winawer et al. 2002), esta distancia está lo suficientemente acotada 
para abordar la estrategia de gen candidato.  
En 2002 Nobile y colaboradores estudiaron el gen HTMP10 
(human transmembrane protein 10) como gen candidato, ya que está 
localizado en la región solapante, tiene una expresión específica de 
cerebro, y aunque no se conocía la función que desempeñaba por 
presentar siete dominios transmembrana potenciales se convertía en un 
buen candidato a participar en la transmisión del impulso nervioso. En 
su estudio descartaron este gen como causante de la enfermedad, ya 
 Introducción. 
 
 
                                                                                                                             
  13  
que no encontraron mutaciones en las secuencias codificantes, ni en las 
secuencias intrónicas flanqueantes de los exones codificantes y 
tampoco deleciones en región codificante de HTMP10 en individuos de 
distintas familias afectados de ADLTE.(Nobile et al. 2002) 
En 2002, a partir de la información que había disponible en ese 
momento, el grupo de Kalachikov realizó un mapa físico de 4´2 Mb de la 
región asociada con la enfermedad, en la que identificaron 28 posibles 
genes (Figura 3). Realizaron el cribado de los genes secuenciando los 
exones y los extremos de los intrones en pacientes afectos por la 
enfermedad en busca de mutaciones. De esta manera encontraron 
mutaciones en LGI1 (Leucine-rich gene Glioma Inactivated) en las cinco 
familias con ADLTE que estudiaban. Tres familias portaban una 
mutación que producía un cambio en la pauta de lectura produciendo 
proteínas truncadas (c.1639insA, c.835delC, c.1050-1051delCA), otra 
familia tenía una mutación puntual (c.1372A→C o p.E383A) y en la 
última familia estaba afectada la secuencia del intrón III de la región 
receptora intrón-exón del exón cuatro (IV3(-3)C→A. De esta manera 
identifican LGI1 como gen causante de la enfermedad. (Kalachikov et al. 
2002)  
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Simultáneamente Morante-Redolat y colaboradores identificaron 
LGI1 como gen causante de la enfermedad, este trabajo realizado en 
nuestro laboratorio se basó en la estrategia de gen candidato. Se 
realizaron búsquedas en las bases de datos, que sugirieran uno o más 
genes posibles como responsables de la enfermedad. Los criterios que 
se tuvieron en cuenta fueron: 
- Genes conocidos cartografiados en esa región que tengan una 
función conocida (y con posibilidades de estar relacionada con la 
patología). Por ejemplo genes relacionados con los canales 
dependientes de voltaje y canales dependientes de ligando que ya 
han sido previamente identificados como causantes de síndromes 
epilépticos idiopáticos. 
- Genes similares a aquellos ya relacionados con la enfermedad en 
otras familias. 
Figura 3. Mapa de transcritos de la región mínima solapante de 3cM entre la familia 
americana y la familia vasca en 10q24. Región mínima que contiene el gen responsables de 
ADLTE. a, b, los fragmentos de barra resaltados indican la región de ligamiento de los estudios 
de Ottman et al (familia americana, a, barra superior) y Poza et al ( familia vasca, b, barra 
inferior). La región mínima solapante de 3cM esta acotada por los marcadores D10S200 y 
D10S577, que corresponde a 4 Mb. En la barra c, se representan 28 genes localizados en esta 
región. Extraído de Kalachikov et al, 2002
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- Priorización de los genes en función del patrón de expresión, 
estando interesados en aquellos genes que se expresen 
(exclusivamente, o no) en el cerebro, sistema nervioso central 
(SNC), o al menos en el lóbulo lateral temporal. 
Atendiendo a estos criterios se seleccionaron varios genes candidato, 
uno de ellos fue LGI1, en el que centramos nuestro estudio. 
A partir de 10 familias con un fenotipo consistente con ADLTE , 
únicamente se encontraron mutaciones para dos de ellas, una que 
produce una inserción, que conlleva a un cambio en la pauta de lectura 
y a una proteína truncada (c.758delC), y la otra supone un transición 
que produce un codón de parada prematuro c.1420C→T (p.R474X). 
(Morante-Redolat et al. 2002) 
Las mutaciones en estas dos familias, junto con las descritas por 
Kalachikov, demuestran claramente que LGI1 es el gen causante de la 
enfermedad. 
 
5.3 Descripción del gen LGI1 
El gen LGI1 había sido descrito previamente por el grupo de 
Cowell. En 1.998 Chernova y colaboradores aislaron LGI1 mediante 
clonación posicional tratando de identificar el gen afectado en la 
translocación 10q24 t(10;19)(q24;q23), (Chernova et al. 1998). 
Posteriormente, en 2.000, Somerville y colaboradores describieron el 
promotor y la estructura génica del mismo. LGI1 se encuentra a nivel 
genómico en una región de aproximadamente 25 Kb, la secuencia 
codificante de LGI1 consta de 1.674 pb que se distribuyen en 8 exones 
(Tabla 3) de un tamaño que oscila entre 72 pares de bases (exones 2-5) 
y 1.192 pares de bases (exón 8). 
Caracterizacion funcional de LGI1/Epitempina mediante modelos celulares. 
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Tabla 3. Estructura genómica de LGI1 
Intrón Exón  
nº 
Tamaño 
exón Localización Tamaño Sitio dador Sitio aceptor 
1 439 439/440 401 pb ATT    gtaag ttcag    ATC 
2 72 511/512 10 Kb CTT    gtgag ggcag   GTT 
3 72 583/584 95 pb TTT    gtaag tgcag    ATT 
4 72 655/656 10 Kb CTT    gtaag tccag    GAG 
5 72 727/728 2.4 Kb TGT    gtaag ttcag    GGA 
6 170 897/898 273 pb CAG    gtaat tgcag    AAT 
7 165 1.062/1.063 3.617 pb CAG    gtatg cccag    GCA 
8 1.192     
 
El primer exón tiene un tamaño de 439 pb y contiene la 
metionina de inicio, un péptido señal (PS) que consiste en una 
secuencia de direccionamiento hacia la membrana plasmática , una 
región flanqueante rica en cisteínas N-terminal respecto a las 
repeticiones ricas en leucina y los primeros cinco aminoácidos (aa) de 
una región rica leucinas (LRR). Los exones (2-5) tienen un tamaño de 72 
pares de bases, cada uno de ellos tiene una LRR completa que se 
extiende desde el quinto aminoácido de una repetición hasta el quinto 
aminoácido de la repetición siguiente. El exón 6 tiene un tamaño de 170 
pb y contiene una región rica en cisteínas C-terminal respecto a las 
repeticiones ricas en leucina. Por último el exón 8 tiene un tamaño de 
1.192 pares de bases y contiene un dominio inicialmente predicho como 
transmembrana. (Figura 4). En la región 3´UTR del mensajero se 
identificó un sitio de poliadenilación, sin embargo en la región anterior 
al inicio de la transcripción no se hallaron secuencias que indicaran la 
presencia de un promotor (cajas TATA o CAAT). Aún así se delimitó una 
región mínima de 597 pb capaz de dirigir la expresión del gen de la 
luciferasa en un estudio in vitro (Somerville et al. 2000). 
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6. EXPRESIÓN DE LGI1  
6.1 Patrón de expresión y procesamiento alternativo de LGI1. 
A partir de un clon que contenía gran parte de la secuencia 
codificante de LGI1, Chernova y colaboradores obtuvieron una sonda de 
ARN con la que hibridaron mediante Northern blot muestras de ARN de 
diversos tejidos humanos (figura 5) (Chernova et al. 1998). 
 
 
Como se puede observar en la figura 5 LGI1 se expresa en cerebro 
y músculo esquelético, siendo la expresión mayoritaria en cerebro, pero 
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Figura 4. Representación A), de la organización exón-intrón del gen LGI y B) 
la distribución de motivos estructurales a lo largo de la secuencia. 
Figura 5. Expresión de LGI1 mediante Northern blot. A) Expresión en 
distintos tejidos B)Expresión en distintas regiones del SNC. Extraído de 
(Chernova et al. 1998).  
2´4
Actina
2´4
1´35
A) B)
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no en corazón, placenta, pulmón, hígado, riñón y páncreas. La sonda 
detectó dos tránscritos: uno de 2,4 Kb y otro de 1,6 Kb. En el caso del 
cerebro, el tránscrito más abundante resultó ser el de 2,4 Kb mientras 
que en músculo esquelético ambos transcritos se encontraron por igual.  
Sin embargo, mediante la técnica de la RT-PCR que consigue un 
mayor grado de sensibilidad, encontraron niveles bajos de ARNm de 
LGI1 en corazón, hígado y páncreas, encontrando niveles intermedios 
entre los observados en cerebro y el resto de tejidos al analizar tejido 
aislado de nervio periférico. 
El análisis de expresión en distintas regiones cerebrales mediante 
Northern blot reveló una expresión bastante generalizada de los dos 
transcritos aunque con diferente intensidad según regiones. La 
expresión máxima se observó en cerebro total, córtex, hipocampo y 
putamen y la mas baja en el corpus callosum. (Chernova et al. 1998; 
Kalachikov et al. 2002; Morante-Redolat et al. 2002).  
Posteriormente, Morante-Redolat y colaboradores mediante 
Northern blot a partir de ARNm de cerebro humano además de las dos 
especies observadas por Chernova de 2´4 Kb y 1´6 Kb observaron una 
tercera especie de 3´2 Kb Mediante amplificación por PCR de una 
librería de ADNc, se clonaron las dos especies mayoritarias (2’4 Kb y 1’6 
Kb) y se caracterizaron como isoformas provenientes del procesamiento 
alternativo del gen. La forma mayoritaria (2’4 Kb: LGI1FL) utiliza el sitio 
de procesamiento predicho previamente, mientras que la especie 
procesada alternativamente (1’6Kb: LGI1SP ) aparece por la utilización de 
un sitio críptico de procesamiento localizado dentro del exón 8. 
(Morante-Redolat et al. 2002). No se conocen las características de la 
banda de mayor tamaño (3´2 Kb), si bien podría deberse a la utilización 
de un sitio alternativo de procesamiento, una señal de poliadenilación 
diferente o simplemente tratarse de un artefacto por el uso de un 
fragmento de un EST como sonda para el Northern. 
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Mientras que la banda de 2´4 Kb correspondiente a la LGI1FL 
produce una proteína de 557 aminoácidos llamada LGI1 o Epitempina a 
la que se le estima un peso molecular de 64 kD, la banda de 1´6 Kb 
correspondiente a la isoforma procesada LGI1SP produce un proteína de 
291 aminoácidos, con un peso estimado de 33 kD. El cambio en el sitio 
de procesamiento produce un cambio en la pauta de lectura, 
introduciendo 12 aminoácidos diferentes antes de encontrar el primer 
codón de parada prematuro. (Figura 6). 
 
6.2 Estructura de la proteína y descripción de los parálogos  
Por medio de herramientas informáticas se estudiaron los 
posibles dominios de la proteína: 
..ATTATGACAACATTACAG gtatgaaaag....cttttcccag GCACATCCACTG....TGCTTCCAG TTTTAAGGGAAATACA...
..ATTATGACAACATTACAG gtatgaaaag....cttttcccag GCACATCCACTG....TGCTTCCAG TTTTAAGGGAAATACA...
~782pb
EXÓN 8EXÓN 7
Fragmento del EXÓN 8 eliminadoEXÓN 7 EXÓN 8
intrón 7
A)
Figura 6. Procesamiento alternativo de LGI1 LGI1 Sufre un procesamiento alternativo 
dando lugar a dos isoformas de distinto tamaño. A) Procesado alternativo en el intrón 7 
mediante el uso de un sitio críptico situado 782 pb dentro del exón 8. B) Representación 
de las dos isoformas de LGI1. El fragmento resaltado en morado corresponde a los 12 aa 
diferentes que se introducen como consecuencia del cambio en la pauta de lectura con la 
utilización del sitio alternativo de procesamiento. 
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• En el extremo amino terminal existe un segmento hidrofóbico que 
representa el péptido señal (PS), este dirige la proteína hacia la 
membrana. El péptido señal tiene un punto de corte entre G34 y C35 
produciendo la proteína madura LGI1FL de 60 kD. La búsqueda de otros 
motivos dentro del gen revelaron la presencia de 3 dominios ricos en 
leucinas (LRRs) en la región N-terminal. La primera repetición es la 
menos conservada de todas, al igual que sucede en otras proteínas que 
contienen este tipo de repeticiones. Estos dominios están flanqueados 
en ambos extremos por regiones ricas en cisteínas.  (Chernova et al. 
1998) (Figura 7)  
• En el extremo carboxilo terminal, se identificaron inicialmente dos 
copias de una secuencia interna repetida de 136 y 130 aminoácidos en 
la posición 226-361 y 420-549 respectivamente. La primera de estas 
repeticiones incluye la región previamente identificada como 
codificadora del dominio transmembrana (TM) (que dejaría el extremo 
N-terminal en el espacio extracelular y el extremo C-terminal en el 
citoplasma). (Kalachikov et al. 2002; Morante-Redolat et al. 2002) 
Combinando técnicas bioinformáticas de análisis de secuencias con 
técnicas de clonación y secuenciación, el grupo de Steinlein identificó 
tres nuevos genes que denominó LGI2, LGI3 y LGI4 homólogos a LGI1. 
Los cuatro genes forman una subfamilia dentro de la superfamilia de 
las proteínas con dominios LRRs y codifican para un dominio 
extracelular  que contiene las LRRs flanqueadas por regiones ricas en 
cisteínas, una posible región transmembrana y un dominio intracelular 
sin ningún motivo estructural conocido. También determinaron la 
localización cromosómica de los parálogos: LGI2 (4p15.2), LGI3 (8p21.3) 
y LGI4 (19q13.11). Su gran similitud a LGI1 los convierte en buenos 
candidatos como genes causantes de epilepsia. (Gu et al. 2002b). Si 
bien Ayerdi-Izquierdo y colaboradores no han demostrado la existencia 
de asociación genética entre estos genes y ADLTE (Ayerdi-Izquierdo et 
al. 2006) 
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Posteriormente Scheel y colaboradores y Staub y colaboradores 
redefinieron los dominios en el extremo carboxilo terminal de LGI1FL, en 
lugar de los dos dominios previamente predichos (de 130 residuos), 
definieron una nueva repetición, que consta de 42-44 aminoácidos, de 
la que hay siete en la proteína. (EPTP o EAR: epilepsy asociated repeat) 
Figura 7. Estructuralmente se ha predicho que estas 7 repeticiones se 
plieguen formando un ß propeller.  
Tanto LGI1, como el resto de miembros de la familia (LGI2, LGI3 y LGI4) 
poseen siete repeticiones de este tipo en el extremo carboxilo terminal 
de la proteína. Además otras dos proteínas poseen este tipo de 
repeticiones, por una parte  la proteína VLGR/MASS1 que presenta 7 
repeticiones de tipo EPTP en su secuencia, esta proteína está implicada 
en un tipo de epilepsia audiogénica en ratón, sin embargo al igual que 
LGI1FL, no se trata de un canal iónico ni está relacionada con 
neurotransmisores (Skradski et al. 2001; McMillan et al. 2002). Por ello 
se postuló que proteínas con este tipo de dominios pudieran estar 
implicadas en fenómenos epilépticos. Por otra parte la proteína TNEP1, 
la cual presenta 5 de estas repeticiones y de la que no se tienen datos, 
ocupa una región cromosómica que hasta la fecha no se ha asociado a 
ningún tipo de epilepsia. (Scheel et al. 2002; Staub et al. 2002)  
55
2
55
7
22
4
7 x EPTPs
27
0
31
6
36
5
41
8
46
3
50
9
B)
55
2
55
7
22
4
27
0
31
6
36
5
41
8
46
3
50
9
1 34 41 71
90 16
1
17
3
22
2 5
52 55
7
22
6PS LRRCt3 x LRRs
Repetición 1
LRRNt
36
1
42
0
Repetición 2
A)
30
9
28
8
TM
1 34 41 71
90 16
1
17
3
22
2 5
52 55
7
22
6
36
1
42
0
30
9
28
8
 
Figura 7. Arquitectura de dominios de LGI1. A) y B) En la región N-terminal: 
Péptido Señal (PS), 3 repeticiones ricas en leucinas (LRRs) flanqueadas por el dominio 
rico en cisteínas en N-terminal (LRRNt) y el dominio rico en cisteínas en C-terminal 
(LRRCt). A) Primeras repeticiones internas identificadas en el extremo C-terminal y B) 
Repeticiones internas de menor tamaño identificadas posteriormente en el extremo C-
terminal. 
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7. MUTACIONES EN LGI1 
Desde que se describieron las primeras mutaciones en LGI1 hasta 
la fecha se han encontrado un total de 20 mutaciones que afectan a su 
secuencia en familias con ADLTE (tabla 4). Aunque las manifestaciones 
clínicas presentan variaciones entre familias, todas ellas se caracterizan 
por una predominancia de crisis parciales con un componente auditivo. 
No se han encontrado diferencias evidentes en el fenotipo asociadas al 
impacto de las mutaciones sobre la proteína, a pesar de que algunas de 
las mutaciones provocan la aparición de un codón de parada muy 
prematuro (Gu et al. 2002a; Wallace et al. 2002; Fertig et al. 2003; 
Kobayashi et al. 2003; Michelucci et al. 2003; Berkovic et al. 2004; 
Hedera et al. 2004; Ottman et al. 2004). En la tabla 4 se resumen la 
totalidad de las mutaciones encontradas con el efecto producido, 
mientras en la figura 8 se puede apreciar su efecto sobre la proteína. 
 
Tabla 4. Mutaciones en LGI1 en familias con ADLTE. Representación del cambio en el ADN, 
en el exón-intrón que se produce y el efecto final sobre la proteína. 
Mutación Exón Efecto 
c.124 T→C 1 Mutación puntual p.C42R (Michelucci et al., 2004) 
c.124 T→G 1 Mutación puntual p.C42G (Ottman et al., 2004) 
c.136 T→C 1 Mutación puntual p.C46R (Gu et al., 2002) 
c.329 delC 3 Cambio en la pauta de lectura, proteína truncada (Hedera et al., 2004) 
c.329 C→A 3 Mutación puntual p.A110D (Ottman et al., 2004) 
c.360-3C→A 3-4 Retención intrón, proteína truncada (Kalachikov et al., 2002 
c.435 C→G 5 Mutación puntual p.S145R (Hedera et al., 2004) 
c.461 T→C 5 Mutación puntual p.L154P (Pisano et al., 2004) 
c.598 T→C 6 Mutación puntual p.C200R (Michelucci et al., 2003) 
c.611delC 6 Cambio en la pauta de lectura, proteína truncada (Kalachikov et al., 2002 
c.758 delC 7 Cambio en la pauta de lectura, proteína truncada(Morante-Redolat et al 2002) 
c.839-2 A→C 7-8 Retención intrón, proteína truncada (Kobayashi et al., 2003) 
c.893 T→C 8 Mutación puntual p.I298T (Ottman et al., 2004) 
c.953 T→G 8 Mutación puntual p.F318C (Fertig et al., 2003) 
c.1050-1051 delCA 8 Cambio en la pauta de lectura, proteína truncada (Kalachikov et al., 2002 
c.1148 A→C 8 Mutación puntual p.E383A (Kalachikov et al., 2002 
c.1295 T→A 8 Mutación puntual p.V432R (Michelucci et al., 2003) 
c.1418 C→T 8 Mutación puntual p.S473L (Wallace et al., 2002) 
c.1420 C→T 8 Codón de parada prematuro RStop (Morante-Redolat et al., 2002) 
c.1639 insA 8 Cambio en la pauta de lectura, proteína truncada (Kalachikov et al., 2002 
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8. FUNCIÓN DE LGI1FL 
 Actualmente se tiene poca información acerca de la función o 
funciones en las que LGI1FL puede estar implicada. En primer lugar 
podemos utilizar una aproximación teórica teniendo en cuenta los 
dominios por los que está compuesta y comparar las funciones con 
proteínas que tengan estos mismos dominios, en segundo lugar analizar 
las pruebas funcionales derivadas de investigaciones previas. 
 
Figura 8. Representación del efecto de las mutaciones en LGI1FL. Las 
estrellas representan las mutaciones puntuales (substitución de un 
aminoácido por otro. En rojo se representan las fragmentos de la proteína 
con secuencia específica de la forma mutante consecuencia de un cambio 
en la pauta de lectura. Los tamaños de las proteínas truncadas se 
representan en comparación con la isoforma completa de LGI1.
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8.1 Desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central (SNC). 
 Atendiendo a sus dominios estructurales LGI1FL es una proteína 
que pertenece a la superfamilia de las proteínas de las LRRs. Las LRRs 
son ”módulos” pequeños de proteína caracterizados por una 
distribución periódica de aminoácidos hidrofóbicos, especialmente 
residuos de leucina (Leu), que se encuentran separados por residuos 
hidrofílicos. Dentro de esta superfamilia se encuadraría dentro de la 
subfamilia F-20, que se caracteriza por la conservación de un residuo 
fenilalanina en posición 20 (Buchanan et al. 1996). Cada dominio LRR 
consta de 24 aminoácidos y contiene la secuencia consenso típica: X L 
(X2) L X L (X2) N X I (X2) L P (X3) F (X2) L X. Además las LRRs están 
flanqueadas a ambos lados por regiones ricas en cisteínas (Cys), que 
siguen las secuencias consenso para las regiones ricas en cisteínas:  
-  flanqueantes en N-terminal: C P (X2) C X C (X6) C   
 -  flanqueantes en C-terminal: X X C X C (X20) C (X20).C  
Este tipo de organización, dominios LRRs flanqueados en ambos 
extremos por regiones ricas en leucinas, es característico de proteínas 
extracelulares, lo que sugiere que LGI1FL podría ser una proteína de 
membrana con estos dominios en la cara extracelular o bien una 
proteína de secreción. Los LRRs se han asociado con distintas 
funciones, principalmente interacciones proteína-proteína, aunque 
también con transducción de señales, adhesión celular y desarrollo 
entre otras. Esta región alinea muy cercanamente a las proteínas de 
Drosophila Slit, Toll, y Tartan, así como a la familia génica Trk de 
mamífero, en las cuales se conoce que las LRRs unen el factor de 
crecimiento nervioso y otras neurotrofinas. Los genes Slit y Tartan son 
necesarios para el desarrollo del SNC. La proteína Tartan parece que 
funciona como una proteína asociada a membrana, implicada en la 
adhesión celular, Slit es una proteína de secreción que funciona de 
manera inhibitoria para el crecimiento del cono axonal y la migración 
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neuronal. Estos estudios sugieren que LGI1 podría estar implicado en el 
desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central. (Kalachikov et 
al. 2002; Krex et al. 2002) 
Otro hecho característico en la secuencia de LGI1 es la presencia 
de siete copias de la repetición EPTP de función desconocida, aunque 
probablemente esté relacionada con el desencadenamiento de epilepsia. 
Se ha propuesto que estas siete copias se dispongan como un dominio 
de tipo ß-propeller, este dominio es característico de interacciones 
proteína-proteína.(Staub et al. 2002) 
8.2 Gen supresor de tumores. 
LGI1 fue identificado inicialmente por el grupo de Cowell en 1.998, 
tratando de identificar genes implicados en la aparición y progresión de 
tumores cerebrales.  
El glioblastoma es el tumor maligno más común en el sistema 
nervioso central adulto. La mayoría se desarrollan rápidamente a partir 
de astrocitos o células precursoras gliales sin que existan evidencias de 
la presencia de un estado tumoral de menor malignidad denominándose 
glioblastomas primarios o de novo. La esperanza de vida en estos casos 
es muy baja, no superando normalmente los tres meses. El resto de 
glioblastomas tienen un proceso de evolución en el que va creciendo la 
malignidad detectándose inicialmente astrocitomas de bajo grado o, 
según la Organización Mundial de la Salud (OMS) gliomas de grado II, 
en un estadío más avanzado astrocitomas anaplásticos o de grado III y 
finalmente glioblastomas secundarios o de grado IV  los cuales poseen 
una gran capacidad invasiva (Ohgaki 2005) 
Estudios moleculares y citogenéticos indican que la pérdida de una 
copia completa del cromosoma 10 es el evento más común en 
glioblastomas de alto grado, exponiendo mutaciones recesivas en el 
alelo restante . Se ha demostrado que en aproximadamente un 80% de 
Caracterizacion funcional de LGI1/Epitempina mediante modelos celulares. 
 
 
26 
los tumores de glioblastoma multiforme (GBM) existe reagrupamiento o 
pérdida de alguna parte de la segunda copia del cromosoma 10, 
especialmente de la región 10q28-26. Por ello clonar genes 
interrumpidos por translocaciones cromosómicas es un método útil 
para la identificación de genes importantes en tumorogénesis.  
El grupo de Cowell estudiaba la línea celular de glioblastoma T98G, 
la cual carece de una copia completa del cromosoma 10 y sufre una 
translocación balanceada  entre la otra copia del cromosoma 10  y el 
cromosoma 19 que afecta a la región 10q24 t(10;19)(q24;q13). En el 
punto de ruptura de la translocación existe un gen interrumpido, el 
cual lograron identificar y aislar. Debido a que este gen codificaba para 
una proteína con dominios de repeticiones ricas en Leucina le llamaron 
LGI1 por Leucine-rich Glioma Inactivated-1(Chernova et al. 1998). Por 
todo esto se propuso a LGI1 como gen candidato de supresión de 
tumores (TSG). 
Para comprobar esta hipótesis distintos grupos realizaron estudios 
de reordenamientos cromosómicos, tanto en líneas celulares de 
glioblastoma como en tumores cerebrales de distinto grado, que 
afectaran a LGI1, así como sus niveles de expresión. Descubrieron que 
existe una reducción de la expresión de LGI1 en gliomas, que parece 
estar asociada a la gravedad y estado avanzado del tumor, 
encontrándose niveles algo reducidos en glioblastomas de bajo grado y 
muy reducidos o nulos en glioblastomas de alto grado y en líneas 
celulares de glioblastoma. El grupo de Cowell detectó niveles reducidos 
o nulos de LGI1 mediante RT-PCR y encontraron evidencias de 
reorganizaciones cromosómicas para algunas líneas celulares (23%) y 
tumores cerebrales (39%) (Chernova et al. 1998).  
Posteriormente Somerville y colaboradores secuenciaron LGI1 en 
busca de mutaciones en tumores de glioblastoma multiforme y líneas 
celulares de glioblastoma, sin encontrar mutaciones en ninguno de 
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ellos, por lo que parece que mutaciones en LGI1 no son un evento 
común en la tumorogénesis de glioma.  
Otro modo de silenciar la expresión de genes supresores de tumores 
es por metilación del promotor u otros elementos regulatorios 
responsables de la expresión del gen. Por lo que realizaron estudios 
para determinar el estado de metilación del ADN genómico cercano a 
LGI1 en tumores de glioblastoma y cerebro normal, sin observar 
diferencias entre ellos. Para probar estos resultados trataron células de 
glioblastoma con 5 azacitidina, la cual revierte el bloqueo de la 
expresión génica inducido por metilación y observaron que, pese a 
variar el estado de metilación, no lograron la reexpresión de LGI1 en 
estas líneas celulares. (Somerville et al. 2000).  
El grupo de Krex concluyó mediante estudios de RT-PCR que en 
líneas celulares de glioblastoma y en tumores cerebrales la expresión de 
LGI1 era muy baja o nula y que, además, deleciones, translocaciones, 
mutaciones en la secuencia codificante o el promotor de LGI1 no son un 
hecho clave en el desarrollo de gliomas. No está claro el mecanismo por 
el cual se inactiva la expresión de LGI1.(Krex et al. 2002) A su vez, la 
reducción en los niveles de ARNm de LGI1 asociada al estado del glioma 
se ha confirmado a nivel de proteína, Besleaga y colaboradores 
realizaron estudios de inmunohistoquímica con un anticuerpo 
policlonal específico de LGI1 sobre muestras de 40 tumores primarios 
en diferentes estados de evolución, encontrando niveles elevados de 
proteína en gliomas de bajo grado, muy reducidos en gliomas de grado 
III y nulos en muestras de glioblastoma multiforme (grado IV). Besleaga, 
2003 #27}.  
Sin embargo, trabajos posteriores revisaron los patrones de 
expresión para LGI1FL y concluyeron que los datos aportados hasta la 
fecha apuntaban a una expresión principalmente neuronal en el cerebro 
y prácticamente indetectable en la glía (Gu et al. 2005; Piepoli et al. 
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2006). Así, la expresión observada en los tumores primarios de 
glioblastoma provendría realmente de células neuronales 
“contaminantes” atrapadas en el tumor, y la disminución progresiva de 
expresión paralela al grado de evolución del glioma, sería consecuencia 
de la pérdida o desplazamiento de estas neuronas a favor de las células 
tumorales, que al ser derivadas de la glía, expresarían niveles muy 
bajos o nulos de LGI1. Esta sería una explicación mucho más sencilla a 
la reducción de la expresión de LGI1 en gliobastomas sin embargo es 
opuesta a la hipótesis de LGI1 como gen supresor de la metástasis 
(Piepoli et al. 2006). 
Otra aproximación experimental para el estudio de los genes 
supresores de tumores es la re-expresión forzada del gen en células 
tumorales que han perdido la expresión. En caso de tratarse de un gen 
supresor de tumores, la re-expresión del gen debería cambiar el fenotipo 
tumoral y las propiedades biológicas de la célula, disminuyendo el 
potencial de proliferación celular  y/o la capacidad invasiva de las 
células. analizó el efecto de la reintroducción de LGI1 en dos líneas 
celulares de glioblastoma que tienen bajos niveles de LGI1 y otras dos 
con niveles no detectables del gen endógeno. Utilizó un cassette de 
expresión constituido por  la ORF de LGI1 seguida de una secuencia de 
reconocimiento IRES y la Proteína Fluorescente Verde (GFP), de manera 
que asumieron expresión positiva de LGI1 exógeno en las células 
positivas para GFP. Ninguna de las cuatro líneas infectadas mostró 
diferencias en la capacidad proliferativa al compararlas con células 
control infectadas con la construcción vacía, además mediante estudios 
de ciclo celular se demostró que no había diferencias significativas del 
número de células en fase S. Por otra parte en un experimento de 
migración celular demostraron que con la reexpresión de LGI1 tampoco 
había diferencias entre células control y las infectadas con la 
construcción.(Krex et al. 2002). 
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Posteriormente el grupo de Cowell utilizó una estrategia similar,  
transfectó una construcción de LGI1 fusionada al epítopo FLAG y 
obtuvo líneas celulares estables a partir de líneas de glioblastoma con 
niveles detectables de LGI1 endógeno (U87) o niveles nulos (T98G y 
A172). Los estudios de crecimiento celular mostraron que no  había una 
diferencia significativa entre los clones obtenidos a partir de la línea 
celular de glioblastoma U87 y su línea parental, mientras que los clones 
de T98G y A172 con LGI1 crecían más lentamente que sus 
correspondientes líneas parentales. Además clones con menor expresión 
de LGI1 mostraron una caída del crecimiento celular más suave que 
aquellos clones en los que había una expresión mayor. Por otra parte 
realizaron estudios de migración celular a través de una matriz de BD 
Matrigel, todos los clones que expresaban LGI1FL provenientes de T98G 
y A172 habían perdido casi por completo su capacidad de migrar a 
través de la matriz de matrigel al compararlos con sus correspondientes 
líneas parentales, por el contrario la reintroducción de LGI1 en U87 no 
tubo efecto en la migración de sus clones. Además otra característica de 
las células tumorales es su capacidad de crecer en condiciones 
independientes de anclaje, ensayos de formación de colonias en soft-
agar mostraron que las células transfectadas con LGI1 de T98G y A172 
tenían una capacidad menor de formar colonias que las líneas 
parentales, mientras que las células transfectadas con LGI1 de U87 no 
mostraban ninguna inhibición del potencial para crecer en condiciones 
independientes de anclaje, no había diferencias significativas del 
número de colonias entre las células U87 con LGI1 y su correspondiente 
línea parental. Los resultados de los experimentos de tasa de 
crecimiento, migración celular y capacidad de crecimiento en 
condiciones independientes de anclaje apuntan a LGI1 como gen 
supresor de tumores.(Kunapuli et al. 2003). En un trabajo posterior, el 
grupo de Kunapuli estudió el modo en que LGI1 realiza su función 
regulando rutas específicas de señalización, para ello compararon los 
patrones de expresión a nivel global de células T98G control y T98G 
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forzadas a expresar LGI1 de manera exógena mediante análisis de 
microarray. Como consecuencia de la re-expresión de LGI1 se observó 
una expresión disminuida de genes relacionados con la matriz 
extracelular, entre ellos genes de la familia de las Metaloproteasas de 
Matriz Extracelular (MMPs), en concreto MMP1 y MMP3. Estas 
proteínas se han relacionado con el control de la proliferación y la 
invasión celular, ya que se trata de endopeptidasas de la matriz celular. 
Se ha sugerido que pueden estar implicadas en el proceso de invasión 
de los gliomas, los cuales requieren degradación de la matriz 
extracelular para poder filtrarse e invadir los tejidos circundantes. 
Además también se observó una expresión aumentada de TIMP3 (tissue 
inhibitor of metalloproteinase), el cual es un antagonista de la acción de 
las MMPs. Dado que la expresión y la activación de MMP1 y MMP3 
están reguladas por las rutas de p38 MAPK (mitogen-activated protein 
kinase) y ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), analizaron el 
estado de activación de estas rutas en las células T98G transfectadas 
con LGI1 encontrando una reducción en los niveles de fosforilación de 
ERK1/2 pero no en los de p38 en estas células comparando con las 
células control, ello sugiere que LGI1 podría estar controlando la 
expresión de MMP1/3 a través de las rutas ERK1/2 (figura 9). A 
continuación estudiaron el modo en que la ruta ERK1/2 regulaba la 
producción de MMP1/3 mediada por LGI1 y propusieron que la 
reintroducción de LGI1 en células T98G promueve la fosforilación de 
AKT mediada por la PI3-kinasa lo que inhibe la cascada de MAPK Raf-
MEK-ERK1/2 reduciendo en última instancia la expresión de las MMPs. 
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Estos resultados apoyarían el papel de LGI1 como gen supresor 
de tumores o más bien como gen supresor de la metástasis, ya que su 
inactivación en células de glioblastoma eliminaría la producción de 
MMPs implicadas en la elevada capacidad invasiva de los glioblastomas 
de alto grado. (Kunapuli et al. 2004)  
8.3 Papel en la ruta de señalización de la inhibición de la 
regeneración mediada por mielina.  
 En el laboratorio mediante la técnica del Doble Híbrido en 
levadura comprobaron que LGI1FL era capaz de interaccionar con tres 
proteínas que se encuentran implicadas en la ruta de señalización de la 
inhibición de la regeneración de neuritas mediado por la mielina en el 
sistema nervioso central (SNC): el receptor de Nogo (NgR), el inhibidor 
de RhoA (RhoGDI) y el receptor de neurotrofinas p75NTR. Posteriormente 
mediante sistemas de sobreexpresión de líneas celulares eucariotas 
Figura 9. Representación esquemática del efecto de la expresión 
de LGI1 sobre los miembros de la ruta ERK1/2. PD098059 y U0126 
son inhibidores de MEK1, PMA es un activador de PKC (activa la ruta 
de señalización RAF1-MEK-ERK) y LY294002 es un inhibidor de PI3K. 
Kunapulli, et al, 2004 
Raf-1Ser259   - P
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Akt Akt - P
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comprobaron que únicamente lo hacía con NgR y p75NTR , además 
estudiaron la interacción con la proteína Lingo1, la cual es el tercer 
componente junto con NgR y p75NTR del complejo señalizador de la los 
inhibidores presentes en la mielina. 
 
 Jeroglíficos del antiguo Egipto proporcionan las primeras 
evidencias de que mientras el sistema nervioso periférico (SNP) es capaz 
de regeneración tras una lesión, el sistema nervioso central (SNC) no lo 
es. Para que la regeneración axonal sea posible la neurona lesionada 
debe sobrevivir, el axón seccionado he de poder formar de nuevo un 
cono de crecimiento, elongarse hasta alcanzar su diana original, 
establecer sinapsis y por último ser mielinizado (aunque esto último 
depende del tipo de conexión). Si bien este proceso ocurre en el SNP y 
en el central durante el desarrollo, no sucede así en el SNC maduro. A 
medida que esta maduración tiene lugar, ocurre un descenso en la 
capacidad de regeneración neuronal, hasta el punto de perderse en 
estadios tempranos postnatales. A este descenso contribuyen tanto 
factores exógenos como endógenos. (Horner et al. 2000)  
La pérdida endógena de capacidad de regeneración axonal de las 
neuronas centrales durante el desarrollo ocurre en respuesta a diversos 
estímulos, como son la activación del programa endógeno de 
maduración de la neurona, el contacto con el tejido diana o la llegada 
de aferentes sinápticos. Estos estímulos desencadenan en la neurona 
una serie de cambios que se podrían agrupar en tres bloques: un 
descenso en los niveles de moléculas promotoras del crecimiento 
axonal, el inicio de la expresión de receptores para moléculas 
inhibitorias y un descenso en los niveles de AMPc (Horner et al. 2000; 
Selzer 2003) 
Una vez establecidas las conexiones neuronales, el SNC pasa de 
ser permisivo para el crecimiento axonal a constituir un ambiente 
mucho más restrictivo. Gran parte de la inhibición constitutiva del SNC 
radica en la presencia de ciertas moléculas en asociación con la 
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mielina. A finales de los ochenta, trabajos llevados a cabo por el grupo 
de Schwab demostraron por primera vez la fuerte inhibición que la 
mielina ejerce sobre le crecimiento neuronal se debe a ciertas proteínas 
en su composición.(Caroni et al. 1988). Hasta la fecha se han 
identificado tres proteínas Nogo-A, MAG y OMgp, que son capaces de 
interaccionar con el mismo receptor neuronal llamado Receptor de Nogo 
o NgR para prevenir el crecimiento axonal (Sandvig et al. 2004). Además 
de NgR, que utiliza tres correceptores: Lingo1, p75NTR y Troy (figura 10), 
existen receptores adicionales para Nogo-A y MAG. 
 
 
 
• Nogo-A (inhibidor del crecimiento de neuritas) 
En la estructura de Nogo-A se han identificado dos dominios de 
inhibición del crecimiento axonal, uno de ellos es el dominio Amino 
Nogo, localizado en el extremo amino terminal (Prinjha et al. 2000; 
Fournier et al. 2001; Oertle et al. 2003 y el otro corresponde al lazo 
hidrofílico de 66 aminoácidos situado entre los dos dominios 
transmembrana (llamado Nogo66) {Chen, 2000 #67).  
Figura 10. Representación de los 2 
complejos ternarios implicados en la 
inhibición de la regeneración mediada 
por mielina.  Los componentes 
inhibitorios de la mielina Nogo-66, OMgp 
y MAG se unen al receptor común NgR, 
el cual puede formar complejos ternarios 
mediante su unión a Lingo1 y p75NTR o 
bien a Lingo1 y Troy e inhibir la 
regeneración axonal. (Mandemakers and 
Barker, 2005) 
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• MAG (glicoproteína asociada a la membrana) 
MAG es una proteína transmembrana miembro de la superfamilia de 
las inmunogobulinas y contiene cinco dominios de tipo 
inmunoglobulina en su dominio extracelular. Constituye 
aproximadamente el 1% de la proteína total presente en la mielina tanto 
en el SNC como en el SNP. (Lai et al. 1987; Salzer et al. 1987). 
 
• OMgp (Glicoproteína de mielina presente en los Oligodendrocitos) 
Se trata de una proteína anclada a la membrana por un enlace 
glicosil-fosfatidil inositol,(GPI) presenta un dominio de repeticiones ricas 
en leucinas seguido de un dominio con repeticiones de serina/treonina  
 
• El Receptor de Nogo o NgR  
La búsqueda de un receptor para el dominio loop-66 de Nogo-A llevó 
a la clonación del Receptor de Nogo (Fournier et al. 2001). Esta proteína 
compuesta por 473 aminoácidos, contiene un péptido señal (PS) de 
translocación a membrana seguido de 8 repeticiones ricas en Leucina 
(LRR) y un dominio flanqueante de LRRs (LRRCt), y en su extremo 
carboilo encargadas de la unión a Nogo-A, MAG y OMgp (Liu et al. 2002; 
Wang et al. 2002b; Barton et al. 2003; He et al. 2003).y un dominio 
carboxilo terminal de unión a GPI, a través del cual se ancla a la 
membrana. (Fournier et al. 2001; Domeniconi et al. 2002; Liu et al. 
2002; Wang et al. 2002b).  
 
• p75NTR y TROY 
p75NTR y TROY pertenecen a la superfamilia de los receptores de 
factores de necrosis tumoral (TNFR) y participan, de modo alternativo, 
en el complejo receptor de los inhibidores asociados a membrana. 
p75NTR es también el receptor de baja afinidad de neurotrofinas, ya sea 
actuando como correceptor de Trk, o en solitario (Chao 2003) Cuando 
actúa como co-receptor para NgR, p75NTR es el co-receptor que inicia la 
cascado de señalización (Wang et al. 2002a; Wong et al. 2002; 
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Yamashita et al. 2002) Además, la unión de MAG a gangliósidos es 
capaz de activar a p75NTR , y las neuronas deficientes en él no son 
inhibidas por mielina, de modo que desempeña un papel central en la 
regeneración axonal(Yamashita et al. 2002). Sin embargo, muchas 
poblaciones neuronales carecen de p75NTR en el adulto, y se ha 
propuesto que utilicen Troy (TNFRSF expressed on the mouse embryo), 
una proteína cercana a p75 y de la misma familia, para suplir a este 
último(Park et al. 2005; Shao et al. 2005). 
 
• Lingo1 
El tercer componente del complejo receptor de inhibidores asociados 
a la mielina es Lingo1. En ausencia de Lingo1, la presencia de NgR y 
p75 no es suficiente para inducir señalización, y requieren de la 
presencia de Lingo1, aunque su mecanismo de acción sea desconocido 
(Mi et al. 2004).  
Por otra parte, se ha visto que la expresión de Lingo1 parece estar 
regulada por la actividad neuronal induciéndose su expresión en zonas 
de remodelación sináptica activa sugiriendo su papel en procesos de 
plasticidad sináptica (Trifunovski et al. 2004). Además de estas 
funciones, Lingo1 se ha implicado como regulador negativo en el 
proceso de mielinización y maduración de los oligodendrocitos en el 
SNC.  
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V. OBJETIVOS 
 
 Desde hacia tiempo la Epilepsia Lateral Autonómica Dominante 
(ADLTE) había sido ligada al cromosoma 10, tras quedar delimitada la 
zona que contenía el gen causante de la enfermedad a 3cM se inició en 
el laboratorio la estrategia de gen candidato, identificándose finalmente 
LGI1 como el gen causante de ADLTE. 
 Curiosamente LGI1 había sido descrito previamente asociado a 
glioblastomas. Los datos acerca de la proteína codificada por este gen 
eran únicamente teóricos, y no presentaba homología con ninguna otra 
proteína relacionada anteriormente con epilepsia, como son las 
subunidades de canales iónico o proteínas relacionas con la 
transmisión del impulso nervioso. 
 En este punto nos encontramos ante el reto de tener una proteína 
causante de un tipo de epilepsia por un mecanismo, posiblemente 
desconocido hasta el momento, abriéndose un campo de investigación 
muy interesante que persigue en última instancia la caracterización de 
la proteína y el análisis funcional de la misma. Para conseguirlo los 
objetivos planteados en esta tesis fueron: 
 
1. Obtención y caracterización de anticuerpos policlonales específicos 
frente a LGI1FL que nos servirían como herramienta para su  estudio 
a nivel proteico. 
 
2. Identificación de la localización subcelular de LGI1FL a fin de 
formular una hipótesis de su papel en el mecanismo que genera la 
ADLTE. 
 
3. Caracterización  estructural y funcional de la proteína. Para ello nos 
planteamos la sobreexpresión de LGI1FL en E. coli para disponer de 
proteína purificada. 
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4. Desarrollo de modelos celulares que nos permitieran el análisis in 
vitro de la proteína, y ayudaran a comprender el mecanismo 
molecular que desencadena este tipo de epilepsia. 
 
5. Determinar cómo mutaciones en LGI1 causan la epilepsia lateral 
autosómica dominante. (ADLTE) 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
1.1 Cepas bacterianas 
• E. coli DH 5α  F-, φ80dlacZ ΔM15, endA1, recA1, hsdR17 (rk-, mk+), 
supE44, thi-1, gyrA96, relA1, Δ(lacZYA-argF)U169, λ- 
• E. coli BL21-SI Genotipo: F–, ompT, hsdSB (rB–,mB–),gal. Esta cepa 
está modificada geneticamente para que contenga el gen de la 
ARN polimerasa del fago T7 bajo el promotor proU, inducible a 
una concentración de 0´3 M de NaCl. Cedida por el laboratorio del 
Dr Calvete. 
• E. coli BL21-DE3 (Novagen): Genotipo: F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal 
dcm (DE3). Esta cepa está modificada genéticamente para que 
contenga el gen de la ARN polimerasa del fago T7 bajo el promotor 
lacUV5, inducible por IPTG. Cedida por el laboratorio del Dr 
Rubio. 
 
1.2 Líneas celulares: 
• Cos7. Línea celular de riñón de mono (ECACC No: B7021302) 
cedida por el Dr Phil Barker. 
• T98G. Línea celular de glioblastoma humano (ECACC No: 
92090213) adquirida a través de SIGMA 
• Hek 293T. Línea celular de riñón embriónico humano cedida por 
el Dr Phil Barker 
• CHOK1. Línea celular de ovario de hámster (ECACC No: 
85051005) adquirida a través de SIGMA 
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1.3 Cepas de ratón 
Se emplearon ratones de la cepa CD1 Swiss. 
 
1.4 Cepas de conejo 
 Se emplearon conejos de la raza New Zealand para la obtención 
de anticuerpos frente a LGI1FL. Los conejos fueron adquiridos de la 
granja perteneciente a la Universidad Politécnica de Valencia. 
 
2. PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS 
 
2.1 Procedimiento de inmunización 
 Se parte de dos péptidos sintéticos, uno correspondiente al 
extremo N-terminal de LGI1FL: EGPPEYKKRKINSLSSKDFD (P01) en 
posición 201-220, que se denominó P01C258 y el otro perteneciente al 
dominio C-terminal: KAKFVKFQELNVQAPR (P03) en posición 505-522 
que  se denominó P03C262. 
Los péptidos fueron adquiridos de la compañía DiverDrugs 
conjugados a la molécula transportadora KLH (Keyhole limpet 
hemacyanin) y se inyectaron en conejos de la raza New Zealand. Tras 
obtener suero preinmune para cada animal, los conejos fueron 
inmunizados cada tres semanas, con un total de seis inmunizaciones. 
Las inmunizaciones se realizaron subcutáneamente en la región 
cérvico-dorsal, inyectándose cada animal con 180 μg de péptido 
conjugado, en 1 ml de una emulsión que contiene PBS y adyuvante de 
Freund completo en la primera inmunización e incompleto en las 
restantes (Sigma-Aldrich).  
2.2 Extracción del suero 
Once días después de la última inmunización se procede a la 
sangría de los animales mediante canulación de la arteria carótida, 
obteniéndose aproximadamente 180 ml de sangre por conejo. La sangre 
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extraída se deja coagular dos horas a temperatura ambiente seguida de 
una incubación a cuatro grados toda la noche. El sobrenadante 
resultante se decanta y se centrifuga a 10.000 g durante 30 minutos a 
4ºC. 
2.3 Purificación de la fracción de las inmunoglobulinas 
 Precipitación por sulfato amónico. El sobrenadante obtenido 
se sometió a una precitación con sulfato amónico saturado hasta el 
50%, el sulfato amónico se añade lentamente gota a gota en agitación 
hasta el porcentaje deseado, a continuación se incuba durante 30 
minutos a 4ºC en agitación y se centrifuga a 10.000 g durante 15 
minutos a 4ºC. Para su conservación a largo plazo, el precipitado 
resultante se resuspendió en sulfato amónico al 50% añadiendo 0´3 ml 
por cada ml de suero de partida, manteniéndolo en todo momento 4ºC 
(Montoya et al. 1987). 
 Purificación de las IgGs por columna de Proteína A-sefarosa. 
Las IgGs se purificaron por cromatografía en columnas de ProtA-
Sepharose de 1 ml de capacidad (HiTrap Protein A HP, Amersham 
Biosciences). Se toma el volumen de suero precipitado correspondiente 
a 20 mg de IgGs (asumiendo una concentración de 10 mg IgG/ml suero 
y teniendo en cuenta el número de veces que el suero se concentró con 
la precipitación por sulfato amónico) y se centrifuga a 13.000 rpm 
durante 5 minutos a 4ºC, se retira el sobrenadante y el pellet se 
resuspende en tampón de unión (20mM fosfato sódico pH 7) y se 
somete a una diálisis de 12 horas a 4ºC frente al tampón de unión. Una 
vez preparada la muestra se siguen las instrucciones proporcionadas 
por el fabricante para la purificación de las IgGs por la columna Hitrap 
Protein A HP, obteniéndose 10 fracciones de elución (tampón de 
elución: ácido cítrico 0´1 M pH 3) a las que se añadió Tris HCl 1M pH 9 
para neutralizar el pH del tampón de elución y obtener un pH de 
conservación de 7. 
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Se cuantifican mediante el método de Bradford para 
cuantificación de proteínas las distintas fracciones de elución de la 
columna y se juntan las dos fracciones que contienen proteína (IgGs). 
 Purificación de las IgGs específicas contra LGI1FL mediante 
columna de afinidad por antígeno. (SulfoLink Kit, Pierce). El 
primer paso es la inmovilización de cada uno de los péptidos P01 y P03  
a la matriz de la columna a través del grupo –SH que tiene cada uno 
péptido en su extremo terminal con el grupo iodoacetil de la matriz 
generando una unión covalente irreversible. Para ello se disolvieron 10 
mg de péptido (sin conjugar a KLH) en 2 ml de tampón de unión 
subministrado por el fabricante que se aplicaron a cada columna. A 
continuación se pasó 1 mg de IgGs (P01C258 o P01C262) por la 
columna correspondiente a su péptido y por afinidad se recuperaron 
únicamente las IgGs que reconocen el antígeno eluyendo en 8 
fracciones de 1ml con tampón de elución (100 mM Glicina pH 3) a las 
que se añadió Tris HCl 1M pH 9 para neutralizar el pH del tampón de 
elución y obtener un pH de conservación de 7.  
 
2.4 Caracterización de los anticuerpos. 
2.4.1 Inmunocitoquímica 
La especificidad de los anticuerpos se comprobó realizando 
inmunocitoquímica de fluorescencia con los anticuerpos primarios 
P01C258 y P03C262 y un anticuerpo secundario conjugado a Cy3 sobre 
cultivos de células COS7 transfectados de forma que expresaran 
transitoriamente una proteína de fusión constituida por la secuencia 
codificante de LGI1FL fusionada a la Proteína Fluorescente Verde (GFP). 
Mediante microscopía confocal se demostró la colocalización de la señal 
fluorescente verde proveniente de la proteína LGI1FL·GFP y la señal 
fluorescente roja proveniente de la inmunocitoquímica con los 
anticuerpos anti-LGI1. Los detalles sobre la obtención de las 
construcciones se aportan en el apartado 3.3.2 mientras que los 
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detalles experimentales de la transfección se detallan en el apartado 
5.2. 
 
2.4.2 Western-blot 
 En este apartado se detalla la obtención de las muestras para la 
realización del western blot  
Preparación de extractos totales. Se sacrificaron ratones Swiss 
CD1 wt por luxación cervical para la extracción del cerebro y páncreas. 
Éstos son lavados en PBS 1X frío y homogeneizados en tampón de lisis 
RIPA (NaCl 1’5 M, NP-40 1%, Deoxicolato 0’5%, SDS 1%, Tris 50mM pH 
8) al que previamente se le había añadido un cocktail de inhibidores de 
proteasas y fosfatasas (complete) y 1 mM de ortovanadato sódico), 
4ml/g de peso húmedo, en un homogeneizador de vidrio. Se incuba 
durante 20 min a 4ºC para solubilizar las proteínas y a continuación se 
centrifuga a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se recupera el 
sobrenadante y se cuantifica la concentración de proteínas mediante el 
kit Biorad DC Protein Assay. 
Subfraccionamiento proteico. Tras extraer el cerebro y lavarlo 
en PBS 1X frío, se homogeneiza en tampón de homogeneización (0´32 M 
Sacarosa, 10 mM Hepes) en un homogeneizador de vidrio, y se 
centrifuga a 3.000 g durante 10 minutos a 4ºC, descartándose el pellet. 
El sobrenadante se vuelve  a centrifugar a 25.000 g durante 10 minutos 
a 4ºC. El pellet es tratado con tampón de lisis RIPA, y vuelto a 
centrifugar, recuperando el sobrenadante, en esta fracción se 
encontrarían las proteínas de mitocondrias, parte del retículo 
endoplasmático y sinaptosomas (fracción I). Mientras que el 
sobrenadante se vuelve a centrifugar a 35.000 rpm durante 1 hora a 
4ºC, el sobrenadante contiene las proteínas citoplasmáticas (fracción II), 
y el pellet es tratado con tampón de lisis RIPA, y vuelto a centrifugar, 
recuperando el sobrenadante, donde se encuentran las proteínas de 
membrana (fracción III). 
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3. CONSTRUCCIONES 
3.1 Sistemas de clonación  
• Sistema Gateway.  Es una metodología pensada para facilitar la 
clonación de productos de PCR y la expresión de proteínas ya que 
sustituye el método tradicional de clonación de digestión con 
enzimas de restricción y ligación por una recombinación sitio 
específica. Este sistema proporciona un sistema versátil para 
transferir segmentos de DNA entre vectores, una vez en el 
sistema, los fragmentos pueden transferirse desde un “vector de 
entrada” a numerosos “vectores de salida” o viceversa según las 
necesidades. Este sistema se basa en dos reacciones enzimáticas 
que se esquematizan en la figura 11. 
 
- Reacción BP, que consiste en la introducción del gen 
(flanqueado por sitios attB) en el vector dador, conocido 
como pDONOR, el cual contiene sitios attP, mediante una 
reacción de recombinación entre los sitios attB y attP el gen 
queda introducido dentro del pDONOR, que a partir de ese 
momento se denomina vector o clon de entrada o pENTRY. 
 
 
 
Figura 11. Clonación de productos de PCR mediante el sistema 
Gateway. El producto de PCR flanqueado por secuencias attB se introduce 
en un vector dador (Donor Vector) mediante la reacción de recombinación BP. 
El clon de entrada resultante (Entry Clone) puede transferirse a un vector 
destino (Destination Vector) mediante la reacción LR para conseguir un vector 
capaz de expresar el producto clonado (Expression Clone).(Imagen obtenida 
del manual del sistema de clonación Gateway de Life Technologies) 
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- Reacción LR, por la cual el gen que se encuentra clonado 
en un vector de entrada pENTRY se transfiere al vector 
destino correspondiente. Se trata de una reacción de 
recombinación entre los sitios attL del pENTRY  y los sitios 
attR de un “vector destino”, conocido como pDEST, 
manteniéndose en todo momento la orientación correcta del 
gen. 
 
A partir de una genoteca comercial de ADNc de cerebro 
humano adulto (SuperScript Human Brain ADNc Library, 
Invitrogen), se obtuvieron mediante  PCR LGI1FL y LGI1SP para 
clonarlas dentro de pDONOR mediante una reacción de tipo BP 
y obtener los clones de entrada llamados pENTRY LGI1FL y 
pENTRY LGI1SP. A partir de los cuales se realizó mutagénesis 
dirigida para introducir las mutaciones c.758delC y c.1420C→T, 
y por otra parte reacciones LR a pDEST de expresión en células 
eucariotas y procariotas. 
 
• Clonación direccional: por PCR o Subclonación  
 
- Obtención del inserto. En caso de poseer el gen ya clonado 
en un vector que contiene dianas de restricción flanqueantes 
compatibles con el vector destino en el que se desea clonar, el 
procedimiento se denomina subclonación. En este caso, el inserto 
se obtiene mediante digestión a partir de una digestión de 10 μg 
del plásmido del que queremos extraer el inserto, realizando una 
digestión doble si los enzimas son compatibles con el mismo 
tampón de reacción o secuencial purificando la reacción por 
columna (Sigma) entre la primera digestión y la segunda si no lo  
son. Las digestiones se realizan de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante incubando los 10 μg de DNA con al 
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menos 1 unidad de cada enzima en el tampón proporcionado a la 
temperatura adecuada al menos 2 horas.  
  Cuando las dianas de restricción que flanquean el inserto 
en el plásmido origen no son compatibles con el plásmido destino 
o cuando no se dispone del inserto clonado en ningún vector, se 
puede obtener el inserto por PCR a partir de una genoteca o de un 
plásmido con el gen clonado, utilizando cebadores específicos del 
gen que contengan colas con la secuencia de las dianas de 
restricción necesarias para la clonación en el vector destino. La 
reacción de PCR se efectúa con una DNA polimerasa que posea 
prueba de lectura (actividad exonucleasa 3’>5’) como la Pfu Turbo 
de Stratagene según las especificaciones del fabricante: 2,5 
unidades de Pfu Turbo en tampón de reacción 1x, mezcla de los 
cuatro dNTPs (ATP. CTP, GTP y CTP) a una concentración final de 
200 μM cada uno, 0´5 μM de cada cebador y 50 ng de DNA molde 
en un volumen de reacción de 50 μl. Las condiciones de 
amplificación generales son las que especifica el fabricante de la 
polimerasa con 30 ciclos en los que la temperatura de annealing 
de los cebadores es habitualmente 60ºC y la temperatura de 
extensión 68ºC ajustando la duración de la extensión por ciclo 
según el tamaño del inserto (1min/Kb). El producto de PCR es 
comprobado mediante  electroforesis en gel de agarosa al 1%. A 
continuación se purifica por columna y es digerido con los 
enzimas de restricción para la clonación. Antes de ligar los 
insertos se purifican  por columna (Sigma) 
 
- Obtención del vector. El vector dónde se quiere clonar el 
inserto ha de ser digerido con los mismos enzimas que el inserto 
para conseguir la clonación posicional. La digestión se efectúa 
como se ha expuesto en el punto anterior a partir de 10 µg de 
vector y además de los tampones de las enzimas de restricción se 
tiene en cuenta la distancia a la que están separados los sitios de 
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restricción, en caso de ser menor de 10 pb, la digestión también 
se realiza de manera secuencial. 
Tras la digestión del vector el producto se purifica por columna 
(Sigma) y se defosforila para prevenir la religación del vector 
vacío. Para esto se incuba el vector digerido con 5 unidades de 
fosfatasa alcalina (Roche) en el tampón suministrado por el 
fabricante durante 30 min a 37ºC. El producto final es 
nuevamente purificado por columna (Sigma) y cuantificado. 
 
- Cuantificación. Ambos productos se cuantifican 
electroforéticamente en un gel de agarosa al 0´8% estimando la 
concentración aproximada de vector digerido y defosforilado y de 
inserto digerido comparando la intensidad de la banda teñida con 
bromuro de etidio con la del patrón de pesos moleculares y 
concentración de ADN conocida (REAL, Durviz), que se carga en el 
mismo gel. 
 
- Ligación La ligación del vector y del inserto se lleva a cabo 
con el sistema de Roche Rapid DNA Ligation Kit durante 15 
minutos a temperatura ambiente combinando vector e inserto en 
una relación molar de 1:3 en un volumen final de reacción de 21 
μl en presencia de los tampones suministrados por el fabricante y 
1 unidad de ligasa T4. Tras la ligación, el producto se purifica el 
sistema High Pure PCR Purification Kit de Roche eluyendo la 
columna con 100 µl de agua. A continuación se electroporan 15µl. 
 
• Mutagénesis dirigida. Se seleccionó el sistema de mutagénesis 
dirigida de Stratagene, mediante el cual se pueden introducir 
mutaciones puntuales y eliminar o añadir entre una y quince 
pares de bases. Este sistema se basa en la amplificación con Pfu 
Turbo del vector completo con cebadores complementarios entre 
si, y que portan la modificación a introducir . El tiempo de 
 Caracterizacion funcional de LGI1/Epitempina mediante modelos celulares. 
 
 
52 
extensión depende del tamaño del plásmido. Las condiciones de 
la PCR empleadas fueron: 
 
Tabla 5. Condiciones de la PCR para la mutagénesis dirigida 
Segmento Ciclos Temperatura Tiempo 
1 1 95ºC 30 seg 
2 20 95ºC 30 seg 
  55ºC 1 min 
  68ºC 2 min/Kb 
3 1 68ºC 15 min 
 
El producto de la PCR es digerido directamente con 1 µl de 
la enzima de restricción Dpn I (Fermentas) durante dos horas a 
37ºC, a continuación se electroporan 2 µl del producto de 
digestión. 
 
• Electroporación. Este método consiste en abrir  microporos en la 
membrana celular de la bacteria mediante un leve pulso de corriente 
eléctrica, con el objetivo de facilitar el paso del DNA plasmídico al 
interior de la bacteria. Se añade la muestra a electroporar a un vial con 
células E. coli DH 5α electrocompetentes, se mezclan levemente y se 
transfieren a la cubeta de electroporación. Se electropora utilizando 1´7 
mV, resistencia externa en serie de 400 Ω. Se recogen las células 
lavando con 1 ml de SOC y se incuban a 37ºC de 30 a 60 minuntos. 
Finalmente se siembran en placas de LB agar (1% Bactotriptona, 1% 
NaCl, 0´5% Extracto de levadura, pH 7´2% agar) suplementado con el 
antibiótico correspondiente para la selección de colonias positivas 
portadoras de la nueva construcción (100 mg/l si es ampicilina y 50 
mg/l si es kanamicina). Se incuban a 37ºC ON. 
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• Purificación del ADN plasmídico  
Algunas colonias individuales crecidas en las placas con el 
antibiótico de selección se crecen de manera independiente en medio LB 
líquido suplementado con antibiótico correspondiente a 37ºC, en 
agitación durante 8-12 horas. Para la comprobación de la ligación por 
análisis de restricción y/o por secuenciación directa, el DNA plasmídico 
se purifica a pequeña escala con un sistema comercial de Miniprep 
(Qiagen, Eppendorf, Marligen). Una vez comprobado que la nueva 
construcción está correctamente clonada, se selecciona la escala de 
purificación de DNA plasmídico en función de las necesidades de cada 
experimento: a media escala: Midiprep con el sistema comercial de 
Marligen o a gran escala Maxiprep con el sistema comercial de 
Eppendorf o Megaprep con el sistema JetStar de Genomed. 
 
3.2 Vectores empleados. 
 
• Vectores de clonación. 
1. pDONOR (Gateway, Lifetechnologies), vector que contiene 
los sitios de recombinación attP, para clonar por 
recombinación insertos de ADN flanqueados por sitios attB 
y generar un “clon o vector de entrada” Resistencia a 
Ampicilina 
 
• Vectores de expresión en procariotas 
1. pDEST 17 (Gateway, Lifetechnologies), es un vector de 
expresión en procariotas, que contiene los sitios attL y attR 
para clonar por recombinación a partir de un “clon o vector 
de entrada o pENTRY” y generar el “clon o vector de 
expresión”. El gen queda bajo el promotor del bacteriófago 
T7, por ello se debe transformar en una cepa de expresión 
que contenga el gen de la ARN polimerasa del fago T7. El 
marcador de selección en bacterias es la Kanamicina.  
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2. pET 22b(+) (Novagen), es un vector de expresión en 
procariotas, dónde el inserto a expresar se pone bajo el 
control del promotor del bacteriófago T7, por ello se debe 
transformar en una cepa de expresión que contenga el gen 
de la ARN polimerasa del fago T7. El marcador de selección 
en bacterias es la Ampicilina 
3. pGEX 6P1 (Amersham), este vector fusiona GST en el 
extremo amino-terminal de la proteína, el gen queda bajo el 
promotor tac, se trata de un promotor híbrido entre el 
promotor trp y el promotor lacUV5, inducible por IPTG. Se 
recomienda su transformación en la cepa BL21 para la 
expresión. Tiene resistencia a Ampicilina 
 
• Vectores de expresión en eucariotas 
1. pDEST 12.2 (Gateway, Lifetechnologies) es un vector de 
expresión en eucariotas, que contiene los sitios attL y attR 
para clonar por recombinación a partir de un “clon o vector 
de entrada o pENTRY” y generar el “clon o vector de 
expresión”. Resistencia a Kanamicina. 
 
2. pEGFP.N1 (Clontech), este vector de expresión en 
eucariotas fusiona la proteína fluorescente verde (GFP) en el 
extremo C-terminal de la proteína. La etiqueta GFP 
fusionada a las proteínas se utilizará para localización 
subcelular y para detección de la proteína en western-blot. 
Resistencia a Kanamicina. 
 
3. pFLAG se trata del vector pEGFP.N1 mediante ingeniería 
genética, de modo que la GFP  es sustituida por la etiqueta 
FLAG mediante adaptadores. Resistencia a Kanamicina. 
 
3.3 Construcciones empleadas. 
 En el Anexo I y II, se detallan tablas con los cebadores así como la 
metodología empleada para la producción de cada construcción. 
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3.3.1 Vectores de expresión en procariotas 
• pDEST 17 LGI1FL His y pET 22 b (+) LGI1FL His , son 
construcciones para expresar LGI1FL con la etiqueta de histidinas 
detrás del péptido señal en E. coli. 
• pGEX LGI1FL, es una construcción para expresar LGI1FL con la 
GST en posición amino terminal de la proteína E. coli. 
3.3.2 Vectores de expresión en células de mamífero  
Sistema Gateway 
• pDEST 12.2 LGI1FL His y pDEST 12.2 LGI1SP, son las dos 
construcciones para expresar las dos isoformas de LGI1 en 
células de mamífero, contienen una etiqueta de histidinas detrás 
del péptido señal para ser detectadas por western blot. 
 
En pEGFP.N1 
• pEGFP.N1 LGI1FL y pEGFP.N1 LGI1SP, construcciones que 
fusionan en su extremo carboxilo terminal la proteína 
fluorescente verde (GFP) para expresar las dos isoformas de LGI1 
en células de mamífero, para estudios de localización, de función 
y western blot. 
• pEGFP.N1 LGI1 ∆LRRs y pEGFP.N1 LGI1 ∆EPTPs, se trata de dos 
quimeras que carecen de alguno de los dos dominios principales 
de LGI1FL y que fusionan GFP en su extremo carboxilo terminal. 
• pEGFP.N1 758delC, pEGFP.N1 R474X, pEGFP.N1 C46R, pEGFP.N1 
F318C, pEGFP.N1 E383A, pEGFP.N1 S145R, pEGFP.N1 C200R, 
estas construcciones corresponden a la batería de mutaciones 
seleccionadas entre todas las descritas en pacientes de ADLTE 
para el estudio llevado a cabo en esta tesis, excepto las dos 
primeras que fueron subclonadas, el resto se obtuvieron por 
mutagénesis dirigida de pEGFP.N1 LGI1FL. Todas fusionan GFP 
en su extremo carboxilo terminal y fueron utilizadas para 
experimentos de localización subcelular y western blot. 
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En pFLAG 
• pFLAG LGI1FL y pFLAG.LGI1SP construcciones que fusionan en su 
extremo carboxilo terminal la etiqueta para expresar las dos 
isoformas de LGI1 en células de mamífero, para estudios de 
coinmunoprecipitación, de función y western blot. 
• pFLAG ∆LRRs y pFLAG  ∆EPTPs, se trata de dos quimeras que 
carecen de alguno de los dos dominio principales de LGI1FL y que 
fusionan FLAG en su extremo carboxilo terminal. 
• pFLAG 758delC, pFLAG X474T, pFLAG C46R, pFLAG F318C, 
pFLAG E383A, pFLAG S145R, pFLAG C200R. estas construcciones 
corresponden a la batería de mutaciones seleccionadas entre 
todas las descritas en pacientes de ADLTE para el estudio llevado 
a cabo en esta tesis. Todas ellas fueron subclonadas por digestión 
a partir de sus correspondientes construcciones en pEGFP.N1 y 
fusionan FLAG en su extremo carboxilo terminal. 
• pFLAG ∆LRRs N277Q, pFLAG ∆LRRs N422Q, pFLAG  ∆EPTPs 
N192Q, pFLAG LGI1FL N192Q, pFLAG LGI1FL N277Q, pFLAG LGI1FL 
N422Q, pFLAG LGI1FL N192Q + N277Q + N422Q. Estas 
construcciones que fusionan la etiqueta FLAG en su extremos 
carboxilo terminal contienen mutaciones en los puntos de 
glicosilación para estudiar el estado de glicosilación de la 
proteína. 
 
Otras construcciones cedidas al laboratorio. 
• pCMX·Myc-p75NTR, construcción para la expresión de la proteína 
p75NTR fusionada a la etiqueta myc, se utilizó para los 
experimentos de interacción con la batería de mutaciones de 
LGI1. Esta construcción fue cedida por el Dr. Phil Barker (MNI-
McGill) 
• pCMVSPORT6-Lingo1 construcción para la expresión de la proteína 
Lingo1, se utilizó para los experimentos de interacción con la 
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batería de mutaciones de LGI1. Esta construcción fue cedida 
por el Dr. Phil Barker (MNI-McGill) 
• pSEC-TagB-NgR construcción para la expresión de NgR fusionada 
a la etiqueta myc, se utilizó para los experimentos de 
interacción con la batería de mutaciones de LGI1. Esta 
construcción fue cedida por la Dra. Alyson Fournier (MNI-
McGill). 
4. EXPRESIÓN DE LGI1 EN E. coli. 
 
 Los plásmidos de expresión en procariotas vacíos o conteniendo el 
gen LGI1 fueron electroporados  en las cepas de expresión de E. coli 
BL21 SI o BL21(DE3). Los transformantes se dejaron crecer en placas 
de LB sólido con el antibiótico correspondiente durante 15 horas a 
37ºC. Se seleccionaron varias colonias para su resiembra en 5 ml de LB 
líquido con el antibiótico correspondiente y tras incubar los cultivos 15 
horas a 37ºC se comprobaron por PCR para verificar la presencia del 
inserto. 
A partir del preinóculo con una dilución 1:10 se inocularon tres 
matraces, cada uno se incubó a una temperatura (25ºC, 30ºC y 37ºC) 
en agitación, hasta que  alcanzaron un D.O entre 0´4-0´6. Entonces se 
dividió el cultivo en dos. Uno sin inducir y al otro se le indujo la 
expresión, bien añadiendo NaCl hasta una concentración de 0´3 M para 
la cepa de expresión BL21 SI, o IPTG (0´1 y 1 mM) para el resto de 
cepas.  
Se continúo la incubación a las temperaturas seleccionadas, 
tomándose muestras de 1 ml a la horas, 2 horas, 3 horas y tras 15 
horas más de incubación, tanto de los cultivos inducidos como sin 
inducir.  
Se recogieron las células por centrifugación y bien se le añadieron 
100 µl de tampón de carga 4x directamente, para desnaturalizar las 
muestras y cargarlas en geles de proteínas, o se lavaron y 
resuspendieron en 500 µl de tampón de sonicación (20 mM Tris-acetato, 
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100 mM NaCl, 1x Complete) para sonicar (12 pulsos de 15 segundos a 
intervalos de 1 min entre cada dos pulsos). Se centrifugaron a 13.000 
rpm durante 1 min,  se separó el sobrenadante y el pellet fue 
resuspendido en 100 µl de tampón de carga 4x. A continuación se 
analizaron los lisados totales, o sobrenadantes y pellets por SDS-PAGE, 
tinción de azul Coomassie o tinción de plata y western blot.  
 
5. PROTOCOLOS ESPECÍFICOS DE CÉLULAS DE MAMÍFERO 
 
5.1 Cultivos celulares 
Las líneas celulares Hek 293T y COS7 se crecieron en DMEM 
(Cambrex) suplementado con un 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS, 
Gibco) 2 mM de Glutamina y 2% (v/v) de penicilina/estreptomicina 
(10.000 U/ml penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina, Gibco). 
La línea celular T98G se creció en EMEM (Cambrex), 10% (v/v) 
FBS, 2 mM de Glutamina, 1% (v/v) de aminoácidos no esenciales 
(Gibco), 1% (v/v) piruvato sódico (Gibco) y 2% (v/v) de 
penicilina/estreptomicina (10.000 U/ml penic. y 10 mg/ml de estrept.).  
La línea celular CHOK1 se creció en Ham´s F12, 10% FBS (v/v), 2 
mM Glutamina, y 2% (v/v) de penicilina/estreptomicina (10.000 U/ml 
penic. y 10 mg/ml de estrept.).  
 Todas las líneas celulares se incubaron a 37ºC y 5% CO2. Para su 
mantenimiento se dejaban crecer hasta una densidad de 80-90% de 
confluencia y se realizaban pases a la dilución requerida por la línea 
celular cada 2-3 días. 
 
5.2 Transfección. 
 Dependiendo del tipo celular se emplea un método de transfección 
u otro con el fin de aumentar la eficiencia. Mientras que para Hek 293T 
se empleó el método de transfección por fosfato de cálcico, para las 
COS7, CHOK1 y T98G se utilizó la lipofección. 
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5.2.1 Transfección por fosfato cálcico 
 El día anterior a la transfección se siembra 1´3 millones de 
células por placa, en placas de cultivo de 10 cm de diámetro, para que 
al día siguiente estén entre 60-70% de confluencia. Para la formación de 
los precipitados de ADN en primer lugar se añade el agua, a 
continuación se añaden 5 µl de ADN (en un volumen total de 540 µl). Se 
añaden 600 µl de tampón de transfección HBSS 2x y por último se 
añade gota a gota 60 µl de CaCl2 2 M. Tras 20 minutos de incubación se 
añade la solución de los precipitados sobre las células de la placa. 
 
5.2.2 Transfección por liposomas (lipofección). 
El día anterior a la transfección se siembran 200.000 células 
(COS7, T98G o CHOK1) por pocillo en placas de seis pocillos, para que 
al día siguiente estén entre 60-70% de confluencia. El día de la 
transfección se cambia el medio de cultivo por medio fresco bajo en 
suero (Optimem I, Gibco).Para la formación de los lipocomplejos se 
añade en primer lugar el medio bajo en suero (OptimemI), a 
continuación se añaden 6 µl del reactivo Fugene (Roche) para la 
formación de los lipocomplejos y por último se añaden 2 µg de ADN (en 
un volumen total de 100 µl). La proporción de Fugene:ADN (v/w) para la 
transfección fue de 1:3. Tras 15 minutos de incubación se añade gota a 
gota sobre las células del pocillo. 
 
5.3 Obtención de muestras de los cultivos transfectados. 
 Tras 14-18 horas de la transfección se cambia el medio por medio 
bajo en suero (OptimemI, Gibco) con el que se incuba las células 
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se analiza por separado el 
medio y las muestras celulares. 
 
5.3.1 Medio de cultivo. 
 Se recoge el medio de cultivo y se suplementa con una mezcla de 
inhibidores de proteínas (Complete, Roche), a continuación se filtra con 
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un filtro de 0´2 µm y se concentra 20 veces en centricones de corte 30 
kD (Millipore). Se analizan por SDS-PAGE. 
 
5.3.2 Muestras celulares. 
 Se obtuvieron extractos totales de proteínas lisando las células 
sobre la placa con tampón RIPA (1´5 M NaCl, 1% Nonidet-P40, 0´5% 
Deoxicolato, 1% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8) suplementado con una 
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche) y Ortovanadato 
1mM. Los lisados se recogieron con la ayuda de un rascador, se 
incubaron en hielo durante 30 min para la solubilización de las 
proteínas y se centrifugaron durante 20 minutos a 4ºC y 13.000 g. Los 
sobrenadantes clarificados se transfirieron a un tubo limpio y se 
determinó la concentración de proteína con el sistema BCA Protein 
Assay (BioRad), empleando BSA como proteína para ser posteriormente 
analizados por SDS-PAGE. 
 
5.4 Subfraccionamiento proteico 
 Las células Hek 293T de 4 placas de 10 cm de diámetro que 
habían sido transfectadas por fosfato cálcico fueron recogidas en 2 ml 
de tampón de homogeneización (10 mM Tris-Cl, 1 mM EGTA, 0´5 mM 
EDTA y 0´25 M sacarosa, pH 7´4, suplementado con una mezcla de 
inhibidores de proteasas (Complete, Roche). La muestra fue transferida 
a un homgeneizador de pistón y tras 10 subidas del émbolo fue 
centrifugada a 1.000 g durante 10 minutos. Los sobrenadante post-
nucleares fueron filtrados (0´4 µm) y concentrados en un centricon de 
corte 10 kD hasta 200 µl, posteriormente fueron sometidos a un 
gradiente discontinuo de sacarosa (Waugh et al. 2003). El porcentaje y 
volumen de cada colchón en el gradiente se muestra en la tabla 6 
 
 
 
Materiales y métodos. 
 
                                                                                                                             
 61 
 
 
 
 Los 200 µl de fracción post-nuclear se cargaron en el gradiente y 
se centrifugaron a 175.000 g durante 5 horas a 4ºC. A continuación se 
recogieron fracciones de 375 µl y el pellet fue resuspendido en 50 µl de 
tampón de carga 2x (SB2x), para ser analizadas por SDS-PAGE. 
Mientras que el aparato de Golgi (AG) se localiza en las fracciones 4-6, 
el retículo endoplasmático (RE) lo hace en las 3 últimas (11-12 y Pellet). 
 
5.5 Coinmunoprecipitación 
Para esta técnica se utilizan células Hek293T transfectadas por 
fosfato cálcico. Por cada reacción de coinmunoprecipitación se necesita 
1 placa de cultivo de 10 cm de diámetro transfectada con 5 μg de cada 
uno de los plásmidos necesarios. En todos los experimentos llevado a 
cabo en este capítulo se utilizó la misma estrategia para comprobar 
interacciones: co-expresar LGI1-Flag (o Lingo1-Flag como control) con la 
proteína de interés inmunoprecipitando LGI1-Flag con un anticuerpo 
monoclonal ratón anti-Flag (Sigma) analizando los niveles de LGI1-Flag 
inmunoprecipitado con un anticuerpo policlonal conejo anti-Flag 
(Sigma) y los niveles de la proteína coinmunoprecipitada con el 
anticuerpo específico de esa proteína o su etiqueta. 
 
Tabla 6. Porcentaje de los gradientes de sacarosa y 
volumen de cada colchón en el gradiente 
discontinuo de sacarosa  
Porcentaje 
sacarosa (w/v) 
Volumen 
colchón (µl) 
10% 750 
15% 750 
20% 750 
25% 750 
30% 375 
40% 375 
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El esquema básico de reacciones utilizado para comprobar cada 
una de las interacciones incluyendo los correspondientes controles se 
muestra en la tabla 7. 
 
Tabla 7: Esquema general del experimento de coinmunoprecipitación 
Rx Transfección Resultado 
1 Sin ADN control negativo para detectar bandas inespecíficas 
en el Western blot 
2 LGI1-Flag control positivo de inmunoprecipitación 
3 Proteína de estudio control negativo de unión inespecífica de la proteína 
de estudio a la matriz o al anticuerpo 
4 LGI1-Flag + 
Proteína de estudio  
comprobación de la coinmunoprecipitación de la 
proteína de estudio con LGI1-Flag 
5 Lingo1-Flag + 
Proteína de estudio 
en algunos experimentos se incluyó esta reacción 
como control positivo de coinmunoprecipitación 
Rx: cada fila corresponde a una reacción de coinmunoprecipitación y a una placa de 
10cm de diámetro de células HEK293T transfectadas. 
 
Las células transfectadas se incuban durante 24 horas tras el 
cambio a medio completo. Para la obtención del lisado celular se aspira 
el medio de cultivo y se hace un lavado con PBS+ frío (1´9mM NaH2PO4, 
8´1mM Na2HPO4 154mM NaCl, 2mM MgCl2, pH 7´4). Manteniendo las 
placas sobre hielo se retira el PBS y se añade a cada placa 1 ml de 
tampón de lisis con NP-40 frío (10mM Tris-HCl pH 8, 150mM NaCl, 
10% glicerol, 1% Nonidet P-40) suplementado con 1% Triton X-100 y 
cocktail de inhibidores de proteasas Complete (Roche). Tras 5 min de 
incubación en hielo, las células se pasan a un tubo tipo eppendorf con 
la ayuda de un rascador. Los tubos se agitan vigorosamente en un 
vórtex durante 20 s y se incuban 10-20 min a 4ºC en agitación 
rotatoria. Finalmente se clarifican centrifugando a 15.000g durante 15 
minutos a 4ºC transfiriendo la totalidad del sobrenadante libre de 
restos celulares a un tubo limpio. Para analizar la expresión por 
Western blot se toman 50μl de cada lisado combinándolos con 50 μl de 
tampón de carga 2x (SB2x.). 
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Para cada reacción de inmunoprecipitación se necesitan 50 μl de 
matriz de Sepharose-proteína G (Amersham) que debe haber sido 
equilibrada en tampón NP-40 y preincubada durante 2-12 horas con el 
anticuerpo que se va a usar para inmunoprecipitar (5 μl de la solución 
comercial de anti-Flag M2 por cada 50 μl de matriz de Sepharose en 
tampón NP-40 a 4ºC en agitación rotatoria) que se incuban en un tubo 
eppendorf con 900 μl del lisado celular durante 90 minutos a 4ºC en 
agitación rotatoria. Tras esta incubación se centrifuga 1 minuto a 
1.500g y se lava la matriz 3 veces con 1 ml de tampón NP40 con 1% de 
Triton X-100 incubando cada lavado 5 min a 4ºC en agitación. 
Finalmente la matriz se mezcla con 50 μl de SB2x. Las muestras 
obtenidas son desnaturalizadas os lisados y las 
coinmunoprecipitaciones 10 min a 100ºC antes de ser analizadas por 
SDS-PAGE y Western blot.  
 
5.6 Estudio de glicosilación 
Para el estudio del estado de N-glicosilación de LGI1FL se llevaron a 
cabo dos aproximaciones, la primera inhibir la glicosilación y la 
segunda eliminar mediante digestión enzimática los N-oligosacáridos 
unidos a LGI1FL. 
 
5.6.1 Tratamiento con tunicamicina 
Existen distintos compuestos que inhiben la glicosilación a distintos 
niveles, en nuestro estudio seleccionamos la tunicamicina. El 
oligosacárido que va a ser adicionado en el RE es formado en distintas 
reacciones, en las que se van añadiendo azúcares, la tunicamicina 
inhibe la primera reacción en la síntesis del oligosacárido precursor.  
Se transfectaron células Hek 293T con las construcciones 
LGI1FL·FLAG o LGI1 R474X·FLAG, 8 horas después de la transfección el 
medio fue substituido por medio con el tratamiento de tunicamicina 
(Sigma) a una concentración final de 15 µg/ml o por medio control , 
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seguido de una incubación de 8 horas. A continuación se procesaron 
las muestras celulares y los medios de cultivos: 
- Lisados celulares, se realizó una inmunoprecipitación como se 
detalla en el apartado 5.5, y finalmente se resuspende la muestra en 25 
µl de tampón de carga 2x (SB2x) para ser analizado por SDS-PAGE. 
- Medios de cultivo, se concentran a 1 ml, se inmunoprecipitan y 
finalmente son resuspendidos en 25 µl de tampón de carga 2x (SB2x) 
para ser analizado por SDS-PAGE. 
 
5.6.2 Digestión con PNGasa F 
La PNGasa F es una amidasa que hidroliza el residuo más interno de 
GlcNAc del oligosacarido unido a la asparragina (Asn o N) de la proteína 
(N-oligosacarido). 
A partir de muestras de lisados inmunoprecipitados, se 
resuspendieron en 25 µl tampón de desnaturalización 1x suministrado 
por el fabricante. Las muestras fueron desnaturalizadas a 100ºC 
durante 10 minutos y digeridas con 4 mU de PNGasa F (New England 
Biolabs) a 37ºC durante 90 min. Las muestras fueron analizadas por 
SDS-PAGE. 
 
5.7 Estudios de crecimiento 
 Para los estudios de crecimiento se crearon células estables 
CHOK1 y T98G que expresaban LGI1FL. La creación de estas líneas 
celulares estables se da a través de selección con el antibiótico 
geneticina. Previa a la transfección con el plásmido que contiene la 
construcción de interés (pEGFP.N1 LGI1FL o pFLAG LGI1FL) y el enzima 
que confiere resistencia a la geneticina se realizaron curvas de toxicidad 
para determinar la concentración mínima a la que resulta tóxico este 
antibiótico.  
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5.7.1 Curva de toxicidad a la geneticina (G418). 
Se sembraron 200.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos, al día 
siguiente se substituyeron los medios de cultivo por medios de cultivo 
con concentraciones crecientes de geneticina (0, 0´2, 0´4, 0´6, 0´8 y 1 
mg/ml) y se observó la toxicidad de las distintas concentraciones sobre 
las células. Se determinó que las concentraciones de geneticina para la 
selección fueran de 0´6 mg/ml para las T98G y 0´8 mg/ml para las 
CHOK1. 
 
5.7.2 Estudio de crecimiento con medio condicionado 
Se transfectaron células CHOK1 con pEGFP.N1 LGI1FL por 
lipofección con fugene (apartado 5.2.2) que fueron seleccionadas con 
geneticina a una concentración de 0´8 mg/ml (Gibco). 
Se sembraron dos frascos de 175 cm2 con las células estables y otros 
dos con células CHOK1 parentales, cuando alcanzaron un una 
confluencia entre un 70-80%  se sustituyó el medio por 18 ml OptimemI 
(Gibo)/frasco, en el que se incubaron 24 horas. A continuación se 
recogieron los medios celulares obteniéndose 36 ml de medio en que 
había crecido las células estables que secretan LGI1FL, 36 ml de medio 
en que había crecido las CHOK1 y a parte se tomaron 36 ml de medio 
fresco OptimemI, todos ellos fueron concentrados a un volumen de 3 ml 
mediante centricones de corte 30 kD.  
De estos 3 ml se separan 50 µl para comprobar mediante western 
blot la presencia de LGI1FL es este medio y el resto fue suplementado 
con 11 ml de medio fresco OptimemI. Los 14 ml resultantes fueron 
filtrados a través un filtro de 0´2 µm para poder ser añadidos estériles a 
las células T98G y estudiar el efecto de LGI1FL secretada en el 
crecimiento de estas células. 
Se sembraron 10.000 células/pocillo de la línea celular T98G en 
placas de 24 pocillos, sustituyéndose el medio a las 8 horas por 550 µl 
del medio obtenido como se ha detallado anteriormente  (el medio ha de 
ser concentrado y preparado en el mismo día). 
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La tasa de crecimiento fue observada con el kit de proliferación celular 
II (XTT) de Roche. Este kit se basa en un ensayo colorimétrico, en el que 
las sales de tetrazolio (XTT) son hidrolizadas por enzimas de la 
mitocondria produciendo un producto soluble de color naranja 
(formazan) cuantificable por absorbancia, de modo que  el aumento en 
el número de células se corresponde con un aumento en la absorbancia 
a 450 nm. 
 En el momento en que se cambia el medio (tiempo cero) también se 
añade 275 µl de XTT/pocillo. Se incuba durante 12 horas y se mide la 
absorbancia a 450 nm. Se toman valores a distintos tiempos: 0 h, 12 h, 
24 h, 36 h, 48 h y 60 h. Este experimento se realiza para cada medio. 
 
5.7.3 Estudio de crecimiento con T98G estables 
Se transfectaron células T98G con pEGFP.N1 y con pEGFP.N1 
LGI1FL por lipofección con fugene (apartado 5.2.2) que fueron 
seleccionadas con geneticina a una concentración de 0´6 mg/ml 
(Gibco). 
Una vez seleccionadas se sembraron 10.000 células/pocillo en 
placas de 24 pocillos. A las 8 horas se sustituyó el medio por OptimemI 
fresco y se iniciaron los estudios de crecimiento como se ha detallado en 
el apartado anterior. 
 
6. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS 
 
6.1 Inmunocitoquímica 
 Se ha trabajado con varios protocolos de inmunocitoquímica en 
función de los anticuerpos utilizados y del tipo de marcaje que se 
pretendía. Sin embargo los pasos fundamentales en  estos estudios son 
comunes: A partir de células COS7 crecidas sobre cubres y 
transfectadas, se realizó un lavado previo con tampón PBS 1x, al estar 
expresando las células proteínas fluorescentes se comienza a proteger 
las preparaciones de la luz en este punto,  a continuación se fijaron en 
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paraformaldehido (PFA) al 4% durante 20 minutos a 37ºC. La fijación se 
bloqueó con glicina 10mM pH 8´5 durante 10 minutos y posteriormente 
se permeabilizaron las membranas celulares mediante una incubación 
con 0´5% de tritón en PBS durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Tras bloquear con 3% BSA  en PBS 1x como mínimo una 
hora, se procede al marcaje con los anticuerpos o sondas: 
 
• Especificidad de P01C258 y P03C262 
Una vez bloqueadas las células se incubaron con los anticuerpos 
primarios P01C258 y P03C262 generados en los conejos a una dilución 
1:300 durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras 3 lavados en PBS 
1x de 5 minutos las células se incubaron con el anticuerpo secundario 
cabra anti-conejo conjugado a Indocarbocianina (Cy3, que emite 
fluorescencia roja) a una dilución 1:1.500 en solución de bloqueo 
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar el exceso de 
anticuerpo los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos de cristal 
con medio de montaje FluorSafe (Calbiochem) para ser observados por 
microscopia confocal. 
 
• Colocalización con el Retículo Endoplasmático RE 
Una vez bloqueadas las células se incubaron con el anticuerpo 
primario de conejo anti-Calnexina (Calbiochem) a una dilución 1:500 
en solución de bloqueo durante dos horas a temperatura ambiente. 
La Calnexina es una chaperona del retículo endoplasmático, por ello 
es utilizada como marcador de RE. 
A continuación se realizaron 3 lavados en PBS 1x de 5 minutos y 
las células se incubaron con el anticuerpo secundario cabra anti 
conejo conjugado a Texas Red a una dilución 1:5.000 en solución de 
bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. anticuerpo los 
cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos de cristal con medio de 
montaje FluorSafe (Calbiochem) para ser observados por microscopia 
confocal. 
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• Colocalización con el Aparato de Golgi (AG) 
El marcaje del AG se realiza a través de la sonda Bodipy TR 
Ceramide (Molecular Probes) en lugar de utilizar anticuerpos. 
Aproximadamente 12 horas después de la transfección el medio es 
substituido por medio con una concentración de 3 µM de  Bodipy TR 
Ceramide y las células se incubaron durante 30 minutos a 37ºC. A 
continuación las células se fijaron en PFA 4% y la fijación fue 
detenida como se ha detallado al principio de esta sección. Tras 3 
lavados en PBS 1x para retirar los restos de glicina, los cubreobjetos 
se montaron sobre portaobjetos de cristal con medio de montaje 
FluorSafe (Calbiochem) para ser observados por microscopia 
confocal. 
  
6.2 SDS-PAGE y Western blot. 
  Para comprobar la expresión de las proteínas así como para 
visualizar el resultado de la mayoría de experimentos llevados a cabo, se 
efectuó electroforesis vertical en geles de acrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posterior transferencia a membranas 
de nitrocelulosa para la detección con anticuerpos (Western blot). A 
continuación se detalla el protocolo general utilizado para estas 
técnicas. 
 
6.2.1 Geles de acrilamida y transferencia a membranas. 
 Se prepararon geles de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (4%) 
(Genaxis) variando el porcentaje en función del tamaño de la proteína a 
detectar. El método utilizado fue el de la electroforesis discontinua de 
Laemmli según el cual el gel de poliacrilamida está constituido por una 
región inicial denominada “Gel Empaquetador” (Stacking) polimerizado 
en tampón Tris-HCl a pH 6´8 en el que las mezcla de proteínas en 
tampón de carga SB (0´3 M Tris-HCl, pH 6´8, 5% SDS, 50% glicerol, 5% 
β-Mercaptoetanol y 0´2 mg/ml Azul de Bromofenol) se acumulan en una 
única banda y una región denominada “Gel Separador” (Resolving) 
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polimerizado en tampón Tris-HCl a pH 8´8 en el que las proteínas se 
separan en función de su tamaño molecular. La muestra con las 
proteínas mezclada con tampón de carga (SB) se desnaturalizó durante 
10 min a 100ºC justo antes de someterse a la electroforesis que se 
realizó a voltaje constante (120 V) en tampón de Laemmli (25 mM Tris, 
192 mM Glicina, 0´1% SDS, pH 8´3) según el protocolo estándar escrito 
en (Sambrook et al. 1989)en el sistema comercial Mini-PROTEAN 3 
Electrophoresis System de Bio-Rad. 
Una vez concluida la electroforesis, las proteínas se transfirieron 
mediante electrotransferencia por inmersión a membranas de 
nitrocelulosa (Hybond ECL de Amersham) en tampón de transferencia 
(20 mM Tris, 150 mM glicina y 20% metanol) a 60V y 250mA y 4ºC 
utilizando el sistema comercial Scie-Plas Electroblotter Units. 
Posteriormente se comprobó la eficiencia de la transferencia de las 
proteínas mediante tinción transitoria con rojo Ponceau (0´5% Rojo-
Ponceau, 1% ácido acético glacial) que se eliminó mediante un lavado 
con TBS-Tween 0´1% (20 mM Tris-HCl pH7´6, 137 mM NaCl, 0´1% 
Tween-20) en agitación. 
 
6.2.2 Bloqueo e incubación con los anticuerpos. 
 Las membranas se incubaron durante una hora en solución de 
bloqueo (5% leche desnata en polvo en TBSTween 0´1%) en agitación y a 
temperatura ambiente. A continuación se incubaron en agitación con el 
anticuerpo primario correspondiente diluido en solución de bloqueo, 
bien dos horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC según 
fuera necesario. Tras 3 lavados de 5 minutos en TBSTween 0´1%, a 
temperatura ambiente y agitación, las membranas se incubaron con el 
anticuerpo secundario necesario (dilución 1:5.000 en solución de 
bloqueo), a temperatura ambiente y en agitación durante 1 hora. 
Finalmente se hicieron 3 lavados de 5 minutos en TBSTween 0´1% 
previos al revelado de las membranas. El revelado se realizó por 
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quimioluminiscencia, bien utilizando ECL o ECL PLUS (Amersham) 
cuando se requería mayor sensibilidad. 
En el Anexo III se detalla una lista con los anticuerpos empleados, la 
especie en la que generados, la dilución de uso y la casa comercial a la 
que pertenecen. 
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VII. RESULTADOS 
A. Generación de reactivos. 
Puesto que se persigue la caracterización funcional de una 
proteína desconocida hasta la fecha, se procede en primer lugar a 
desarrollar reactivos que puedan ser necesarios para el desarrollo del 
trabajo experimental. 
1. Producción y caracterización de anticuerpos frente a LGI1FL  
Obtención y purificación de los anticuerpos 
Para poder estudiar LGI1 a nivel proteico, se generaron 
anticuerpos policlonales en conejo inyectando péptidos sintéticos 
conjugados a KLH específicos de regiones de la proteína conservadas 
entre humano y ratón (Figura 12). El suero proveniente de la última 
sangría de los conejos fue sometido a precipitación utilizando 50% de 
sulfato amónico. De esta manera se obtiene una mezcla de proteínas y 
anticuerpos, encontrándose entre éstos los desarrollados frente a LGI1FL 
en el precipitado. 
 A continuación se purificaron las IgGs precipitadas del suero 
mediante columnas de afinidad de proteína A. 
- P01C258: Péptido dirigido al extremo N-term de la 
proteína (aminoácidos 200-220). Reconoce tanto la forma 
completa de LGI1 como la procesada. (Figura 12) 
- P03C262: Péptido dirigido al extremo C-term de la 
proteína (aminoácidos 505-523) Reconoce únicamente la 
forma completa de LGI1 (Figura 12) 
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Caracterización de los anticuerpos 
Para comprobar la especificidad de los anticuerpos obtenidos 
utilizamos dos tipos de aproximaciones: 
• Inmunocitoquímica, para ello transfectamos células COS7 con 
LGI1FL clonada en pEGFP.N1 y realizamos una inmunocitoquímica con 
los anticuerpos obtenidos, comprobando por microscopía confocal la 
coincidencia del patrón de expresión de la proteína de fusión con el 
marcaje del anticuerpo (Figura 13). 
 
 
 
Figura 12. Anticuerpos policlonales anti-LGI1. Posiciones de los 
péptidos utilizados para la inmunización y producción de los anticuerpos 
policlonales anti-LGI1 P01C258 (región N-term) y P03C262 (región C-term) y 
las isoformas de LGI1 que reconoce cada uno. En morado se indican los 12 
aa específicos de la forma procesada 
Figura 13. Comprobación de la especificidad de los anticuerpos anti-LGI1 (I). 
Inmunocitoquímica sobre células COS7 trasfectadas con la proteína LGI1FL-GFP A) 
utilizando el anticuerpo P01C258 y B) P03C262. Se observa la colocalización por 
microscopía confocal (color amarillo) de la señal verde (LGIFL-GFP) y la señal roja 
proveniente de PC0258 utilizando un anticuerpo secundario marcado con Cy3. 
GFP P01258 COLOCALIZACIÓN 
A) 
GFP P03262 COLOCALIZACIÓN 
B)
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• Western Blot. Para comprobar la especificad de los anticuerpos se 
realizó western blot a partir de homogenados de cerebro, donde 
sabemos que LGI1FL se expresa abundantemente. Se probaron distintas 
concentraciones de anticuerpos primarios y secundarios para llegar a 
un compromiso entre detección/ruido de fondo.  
 Al no conseguir una detección clara de LGI1FL realizamos un 
subfraccionamiento a partir de homogenado de cerebro, con la finalidad 
de enriquecer la concentración de LGI1FL y facilitar su detección. En el 
subfraccionamiento distinguimos tres fracciones, la primera contiene 
parte de retículo endoplasmático y los sinaptosomas, la segunda 
contiene las proteínas citoplasmáticas y la tercera contiene las 
proteínas de membrana.  
El peso molecular calculado para la forma larga de la proteína es 
de 64 kD, o 60 kD tras la eliminación del péptido señal. Utilizando el 
anticuerpo P03C262, generado frente al extremo C-terminal de LGI1, no 
se observó señal o en alguna ocasión una banda superior a 113 kD en 
la fracción correspondiente a las proteínas solubles del citosol. 
Utilizando el anticuerpo P01C258, que está generado frente al extremo 
N-terminal, se observan dos bandas, una por encima de 64 kD presente 
en las tres fracciones y otra por debajo de 50 kD presente únicamente 
en la fracción correspondiente a las proteínas solubles del citosol 
(Figura 14). 
 
 
 
 
Figura 14. Comprobación de la especificidad de los anticuerpos 
anti-LGI1 (II) Western blot a partir de un subfraccionamiento proteico 
de muestra cerebro utilizando el anticuerpo P01C258 y P03C262. 
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Con el fin de comprobar la especificidad de P01C258 se llevaron a 
cabo tres tipos de controles, en uno incubamos las membranas sólo en 
anticuerpo secundario (especificidad del anticuerpo secundario), en otro 
incubamos la membrana en suero preinmune (no contiene anticuerpo 
frente a LGI1) y en el último incubamos la membrana en anticuerpo 
primario preadsorbido con el péptido frente al que se generó dicho 
anticuerpo, por tanto está saturado y no debería reconocer LGI1FL.  
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Comprobación de la especificidad de P01C258. Comparación del 
marcaje producido por el anticuerpo P01C258 (A) con el producido con suero 
preinmune (B), el anticuerpo secundario (C) y el anticuerpo preadsorbido con el 
antígeno (D) 
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Los resultados muestran que no hay inespecificidad del 
anticuerpo secundario (Figura 15 C), ya que las membranas incubadas 
sólo con este anticuerpo no dan señal. Por otra parte la membrana 
incubada con suero preinmune da un patrón de bandas muy similar al 
observado con el anticuerpo purificado (Figura 15 A-B), ello indica que 
el P01C258 no es específico, sin embargo al incubar con el anticuerpo 
preadsorbido parece que la banda de aproximadamente 45 kD 
observada en la fracción citosólica desaparece (Figura 15 D-E), lo que 
sugiere que exista cierta especificidad de este anticuerpo. 
A continuación purificamos la fracción de IgGs específicas frente 
a LGI1FL mediante una columna Sulfolink (Pierce) tanto para P01C258 
como para P03C262 y las utilizamos a distintas diluciones. El 
anticuerpo P03C262 continuó sin dar señal, curiosamente al incubar 
con el anticuerpo P01C258 purificado por este sistema, desaparece la 
banda superior que se observaba en las tres fracciones pero se 
mantiene la banda pequeña en la fracción citosólica (Figura 16) 
 
 
 
 
 
Figura 16. Comprobación de la 
especificidad de P01C258 purificado 
mediante columnas especícas de antígeno 
(Sulfolink) 
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Por último, conseguimos LGI1FL fusionada a GFP lo 
suficientemente concentrada para ser detectada por western blot. Se 
llevó a cabo el western blot y la detección de la proteína se realizó 
paralelamente con anticuerpo anti GFP, con anticuerpo P01C258 
purificado por columna de proteína A y P01C258 purificado por 
columna Sulfolink, los resultados indican que mientras que anti GFP da 
una potente banda que se corresponde con el peso de LGI1FL fusionada 
a GFP, P01C258 no detecta ninguna proteína (Figura 17) 
 
 
 
 
 
2. Expresión en E. coli 
2.1 Sistema Gateway 
LGI1FL humana fue clonada en el vector de expresión pDEST 17 
del sistema Gateway, insertándose bajo el promotor del bacteriófago T7. 
Se comprobó que la secuencia era correcta para su posterior utilización 
en la expresión. Este plásmido se empleó para transformar células 
BL21 SI. Estas células permiten la expresión de la proteína al contener 
el gen de la ARN polimerasa del fago T7 bajo control del promotor proU, 
inducible a una concentración de 0´3 M de NaCl. 
Figura 17. Comprobación de la especificidad del 
anticuerpo P01C258. Comparación del marcaje 
producido entre el anticuerpo anti GFP y P01C258 frente 
a LGIFL  fusionada a GFP. 
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Se hicieron preinóculos en medio LBON (LB sin NaCl) de varias 
colonias, en los que se comprobó la presencia del inserto mediante PCR. 
Tras una dilución 1:10 en medio LBON se probaron tres temperaturas 
25ºC, 30ºC y 37ºC, cuando la D.O alcanzó un valor comprendido entre 
0´5-0´6 los cultivos se dividieron en dos partes, una se mantuvo sin 
inducir la expresión del ADNc y a la otra se le indujo la expresión con 
0´3 M de NaCl. Se tomaron muestras a la hora, dos horas, tres horas y 
tras toda la noche. 
En este sistema no se observó expresión de LGI1FL para ninguna 
de las temperaturas. Se intentó entonces en las células BL21 (DE3), ya 
que es una cepa de expresión mejor que la anterior. Estas células 
permiten la expresión de la proteína al contener el gen de la ARN 
polimerasa del fago T7 bajo control del promotor lacUV5, inducible por 
IPTG (isopropil ß-D-tiogalactósido). Se probaron las mismas condiciones 
de temperaturas a 0´1 mM y 1 mM de IPTG. Utilizando este sistema 
tampoco se observó expresión de la proteína. 
 
2.2 Sistema pET 
La falta de expresión en el sistema anterior nos llevó a clonar 
LGI1FL en pET 22 b (+), tras comprobar que la secuencia era correcta 
mediante secuenciación se transformó en las células BL21 (DE3) para 
su expresión. Se probaron nuevamente distintas temperaturas, así 
como concentraciones de IPTG, no observándose expresión de la 
proteína.  
El sistema pET constituye una estrategia muy poderosa de 
clonación y expresión de proteínas en E. coli. Llegados a este punto, en 
que utilizando este sistema no observamos expresión de la proteína, 
necesitábamos un control positivo de manera que al inducir la 
expresión con IPTG  observásemos expresión de la proteína, y probar 
que el sistema de inducción no estaba fallando. Por ello cambiamos al 
sistema pGEX. 
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2.3 Sistema pGEX. 
 Los vectores pGEX se caracterizan por fusionar GST en el extremo 
N-terminal de la proteína, facilitando la posterior purificación de la 
proteína. Este sistema nos permite comprobar la efectividad de la 
inducción, ya que al transformar con el vector vacío e inducir la 
expresión , se induce la síntesis de GST, que podemos utilizar como 
control de inducción. Se clonó LGI1FL en el vector de expresión pGEX 
6P1, quedando bajo el control del promotor tac, inducible por IPTG, y la 
proteína fusionada en pauta a GST. Tras comprobar que la 
construcción era correcta por secuenciación se utilizó para transformar 
células BL21 (DE3), a partir de las cuales se realizaron inducciones a 
distintas temperaturas y concentraciones de IPTG. Con este sistema 
observamos sobreexpresión de GST, sin embargo no observamos 
expresión de LGI1FL fusionada a GST.  
 Entonces se transformaron células BL21 (DE3) competentes 
portadoras del plásmido pGroESL (que codifica para la chaperonas 
bacterianas GroES y GroEL, las cuales intervienen en el correcto 
plegamiento y obtención de proteína soluble) con la construcción pGEX 
y pGEX LGI1FL. En esta ocasión observamos mediante western blot 
inducción de GST y aparentemente de GST-LGI1FL, ya que aparecen 
bandas de menor peso al esperado, como productos de degradación 
(Figura 18). 
 
 
 
Figura 18. Expresión de pGEX 6P1 LGI1-FL 
en E.coli BL21 (DE3) – pGroESL. Se indujo la 
expresión en dos colonias diferentes con una 
concentración de 1mM de IPTG y una 
temperatura de 37ºC.  
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B. Desarrollo de modelos experimentales. 
1. Expresión en líneas celulares de mamífero. 
 Inicialmente se intentaron expresar las construcciones 
pDEST12.2 LGI1FL y pDEST12.2 LGI1SP en distintas líneas celulares de 
mamífero (SH 5YSY, CHOK1, COS7, Hek 293T) mediante distintos 
métodos de transfección, al analizar las muestras obtenidas mediante 
western blot y no observar expresión de la proteína decidimos cambiar 
el vector de expresión por pEGFP.N1, ya que transfectando este vector 
vacío nos proporcionaba un control de la transfección y expresión 
mediante la detección de GFP en western blot, y además nos ayudaría a 
identificar la localización subcelular de LGI1FL dentro de la célula. Se 
clonaron LGI1FL y LGI1SP en pEGFP.N1, de manera que GFP se fusiona 
en C-terminal de la proteína. Tras comprobar que las secuencias no 
tenían mutaciones como consecuencia del proceso de clonación se 
utilizaron para experimentos de transfección y se obtuvieron los 
siguientes resultados: 
1.1 LGI1 FL es una proteína de secreción mientras que LGI1SP queda 
retenida en el interior celular. 
 Inicialmente Chernova y colaboradores (Chernova et al. 1998) 
describieron LGI1FL como una proteína transmembrana con una alfa-
hélice que atravesaría la membrana celular dejando el extremo amino-
terminal en el exterior celular y el extremo C-terminal en el citoplasma . 
Posteriormente en 2002, apuntamos la posibilidad de que LGI1FL fuera 
secretada al medio extracelular (Morante-Redolat et al. 2002). Para 
estudiar la localización de la proteína se transfectaron las 
construcciones pEGFP.N1 LGI1FL y pEGFP.N1 LGI1SP en la línea celular 
CHOK1, por una parte se obtuvieron los medios celulares, que fueron 
concentrados, y por otra parte se lisaron las células. Todas las 
muestras fueron analizadas por western  blot. Como se observa en la 
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figura 19 los resultados indican que mientras la forma larga de LGI1FL 
es secretada, la forma corta queda retenida dentro de la célula.  
 
 
 
 
 
1.2 Las mutaciones no son secretadas 
A continuación estudiamos el efecto que tienen las mutaciones 
c.758delC y p.R474X las cuales habían sido descritas previamente en el 
laboratorio,(Morante-Redolat et al. 2002), en la secreción de la proteína. 
Para ello clonamos ambas mutaciones en pEGFP.N1, que al igual que 
antes fusionan GFP en el extremo C-terminal de la proteína. Al analizar 
los lisados celulares y los medios de cultivo los resultados indican que 
ambas mutaciones impiden la secreción de la proteína, quedando 
retenidas en el interior celular (Figura 20) 
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Figura 19. Secreción de la forma completa de LGI1 (LGI1FL)  
vs retención en el interior celular de la forma procesada 
(LGI1SP). Se transfectaron las dos isoformas de LGI1 fusionadas a 
GFP en la línea celular CHOK1 y se analizaron el medio celular 
(parte izda de la figura) y los lisados celulares (parte dcha de la 
figura). LGI1FL es secretada al medio extracelular, mientras que la 
forma procesada no lo es, quedando retenida en el interior celular.  
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Para descartar que los resultados observados fueran específicos 
de la línea celular CHOK1, se analizó la expresión en las líneas 
celulares Hek 293T (figura 21 A) T98G (figura 21 B) y COS7 (figura 21 
C), obteniéndose los mismos resultados que para CHOK1. Los 
resultados indican que la secreción de la forma completa (LGI1FL) y la 
retención de la isoforma procesada no son un efecto de la línea celular, 
y además que las mutaciones no son secretadas, quedando retenidas en 
el interior celular. 
 
 
Figura 20. Las mutaciones c.758delC y p.R474X impiden la secreción de LGI1FL-. 
Las isoformas de LGI1 así como las mutaciones c.754delC y p.R474X fusionadas a GFP 
fueron transfectadas en la línea celular CHOK1 y se analizaron el medio celular (parte 
izda de la figura) y los lisados celulares (parte dcha de la figura). Las mutaciones impiden 
la secreción de la proteína. 
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Imagen 21. Secreción de la forma completa LGI1FL vs retención de la forma 
procesada e inhibición de la secreción de las mutaciones c.758delC y p.R474X en 
distintas líneas celulares. Las dos isoformas de LGI1 así como las mutaciones c.754delC y 
p.R474X fusionadas a GFP fueron transfectadas en distintas líneas celulares analizándose 
el medio celular (parte izquierda de la figura) y los lisados celulares (parte derecha de la 
figura) con el fin de comprobar que la secreción de la forma completa o LGI1FL y la retención 
de la forma procesada o LGI1SP y de las mutaciones no es un efecto dependiente de línea 
celular. 
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 Las dos mutaciones estudiadas (c.758delC y p.R474X) producen 
proteínas truncadas. Nuestro siguiente objetivo fue estudiar el efecto en 
la secreción de mutaciones que afectaran a los distintos dominios de 
LGI1FL. De entre las mutaciones publicadas hasta la fecha, 
seleccionamos mutaciones que produjeran cambios puntuales en la 
proteína y proteínas truncadas y como se indica en la figura 22 
afectaran a todos los dominios de LGI1FL: el dominio rico en cisteínas 
del extremo N-terminal (p.C46R), las repeticiones ricas en leucinas 
(p.S145R), el dominio rico en cisteínas del extremo C-terminal 
(p.C200R) y de las EPTPs (p.F318C y p.E383A). Estas mutaciones junto 
con c.758delC y p.R474X.  
 
 
 
Todas las mutaciones analizadas impiden la secreción de la 
proteína mutada, con independencia del dominio mutagenizado, 
únicamente se observó secreción para la forma completa LGI1FL (Figura 
23). 
Figura 22. Representación del efecto de las mutaciones en la 
proteína. A) LGI1FL. B) Indican los dominios afectados en los mutaciones 
puntuales. C) Representación de la mutación R474X, en la que el cambio 
c.1420 C→T produce un codón de parada prematuro. D) La mutación 
c.758delC produce un cambio en la pauta de lectura, introduciendo 94 aa 
diferentes que se resaltan en rojo. 
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Puesto que la adición de una proteína de 27 kD podía afectar de 
manera fundamental al plegamiento o función de LGI1FL-GFP, se 
clonaron todas las construcciones en un vector modificado a partir de 
pEGFP.N1, al que se elimina la GFP y se introduce en su lugar la 
secuencia FLAG mediante adaptadores, de manera que fusiona la 
etiqueta FLAG en el extremo carboxilo terminal de las proteínas. 
Reprodujimos los experimentos anteriores para demostrar que los 
resultados obtenidos no eran un artefacto producido por el tipo de 
etiqueta. Como se muestra en la imagen 24 comprobamos nuevamente 
que las mutaciones impiden la secreción de la proteína, secretándose 
únicamente la forma completa LGI1. Ello indica que los resultados son 
independientes del tipo de etiqueta empleado. 
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Imagen 23. Mutaciones en LGI1FL impiden la secreción de la proteína. LGI1FL y 
las mutaciones p.C46R, p.S145R, p.C200R, p.F318C y p.E383A  fusionadas a GFP 
fueron transfectadas en la líneas celular CHOK1 y se analizó el medio celular (parte 
izquierda de la figura) y los lisados celulares (parte derecha de la figura) con el fin de 
comprobar el efecto en la secreción de mutaciones que afectaran a los distintos 
dominios de LGI1FL. 
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Se construyeron dos quimeras de LGI1FL con los dominios 
principales de la proteína, una de ellas consiste en el péptido señal 
junto con las LRRs, y la otra el péptido señal con las EPTPs, para 
estudiar el impacto de cada domino en la secreción. Los resultados 
muestran que la construcción con el péptido señal y las LRRs es 
retenida en la célula, mientras que la construcción con el péptido señal 
y las EPTPs es secretada al medio (Figura 25). 
 
 
Figura 24. Comprobación de la influencia de la etiqueta en la localización celular 
de la proteína. Al igual que con GFP, al fusionas la etiqueta FLAG a las distintas 
construcciones se observa que únicamente LGI1FL es secretada, quedando el resto 
retenidas dentro de la célula. 
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Figura 25. Estudio de la implicación de los dominios de 
LGI1 en su secreción. Se analizaron los medios y los lisados 
celulares de las quimeras con los dos dominios de LGI1, para 
estudiar su implicación en la secreción. 
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1.3 LGI1FL tiene tres sitios de N-glicosilación: p.N192, p.N277 y 
p.N422.  
La mayoría de proteínas de secreción están glicosiladas. Tomando 
en consideración la demostración de que la forma completa de LGI1FL es 
secretada junto con los datos aportados por Somerville y colaboradores 
en 1998 (Somerville et al. 2000), que predicen mediante programas 
informáticos que LGI1FL está glicosilada en los puntos p.N192 y p.N277, 
decidimos estudiar el estado de glicosilación de la proteína. 
1.3.1 Tratamiento con PNGasa F 
 En primer lugar comprobamos que LGI1FL está N-glicosilada. A 
partir de proteína LGI1FL-FLAG inmunoprecipitada de extractos 
celulares de Hek 293T se realizó un tratamiento para eliminar los 
oligosacáridos unidos a los residuos de Aspargina (N) de la proteína con 
la endoglicosilasa PNGasa F (Figura 26).  
A continuación empleamos las construcciones pFLAG ΔLRRs (que 
carece de las LRRs, por tanto del sitio N192) , y pFLAG ΔEPTPs (que 
carece de las EPTPs, por tanto del sitio N277), para evaluar el efecto en 
la glicosilación de cada sitio por separado. Los resultados indican que 
hay glicosilación tanto en el dominio de las LRRs, como en el de las 
EPTPs. (Figura 26). 
 
 Resultados. 
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Utilizamos el programa de predicción de sitios de N-glicosilación 
NetNGlyc 1.0 introduciéndole la secuencia completa de LGI1FL, en esta 
ocasión el programa predijo tres puntos potenciales de glicosilación: 
p.N192, p.N277 y p.N422. Para comprobar si realmente la proteína está 
N-glicosilada en estos puntos realizamos mutagenésis dirigida sobre la 
construcción pFLAG ΔLRRs para crear una construcción con la 
mutación p.N277Q, otra construcción con la mutación p.N422Q y otra 
construcción que contiene ambas mutaciones, sobre la construcción 
pFLAG ΔEPTPs para introducir la mutación p.N192Q y sobre la 
construcción pFLAG LGIFL para obtener un triple mutante en los tres 
Figura 26. Estudio de los puntos de glicosilación p.N192Q y p.N277Q. 
A) Representación esquemática de los puntos de glicosilación predichos por 
Chernova en 1998 en las construcciones empleadas. B) Comprobación del 
estado de glicosilación de LGI1FL 
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puntos predichos de N-glicosilación. En la figura 27-A se esquematiza 
de modo visual las construcciones empleadas. En la figura 27-B  la 
imagen del western blot muestra que los tres puntos están glicosilados, 
y que no existe otro punto de glicosilación en la proteína.  
 
 
 
Figura 27. Identificación de los puntos de glicosilación de LGI1FL.  
A) Representación esquemática de las construcciones  empleadas, las estrellas muestran 
las mutaciones en los puntos de glicosilación. B) Se realizaron tratamientos con PNGasa F 
en proteínas quiméricas carentes de algún dominio de la proteína que además se 
mutagenizaron en el/los puntos de glicosilación para averiguar su implicación en la 
glicosilación.  
 Resultados. 
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 A continuación estudiamos el estado de glicosilación de la forma 
procesada de LGI1 y el efecto de las mutaciones en la glicosilación de la 
proteína, para lo cual empleamos la batería de construcciones que ya 
teníamos diseñadas. Como se muestra en la figura 28 observamos que 
todas las mutaciones están glicosiladas, además parece que las 
mutaciones puntuales presentan el mismo grado de glicosilación que la 
proteína completa y que la forma procesada de LGI1 también se 
glicosila.  
 
 
 
1.3.2 Tratamiento con Tunicamicina 
Otra manera de comprobar la N-glicosilación de las proteínas es 
provocando su inhibición.  Existen distintos compuesto que inhiben la 
glicosilación a distintos niveles. En nuestro estudio seleccionamos la 
Tunicamicina, se trata de un antibiótico que inhibe la producción del 
oligosacárido que es añadido por la oligosacaril-transferasa (OST) en el 
RE, inhibiendo de este modo la glicosilación. Para ello empezamos 
transfectando transitoriamente células Hek 293T con la forma completa 
de LGI1 y tras ocho horas de tratamiento con la tunicamicina las 
células se encuentran notablemente afectadas, recuperamos el medio 
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Figura 28. Glicosilación de la forma procesada de LGI1 y de las mutaciones. 
Mediante la digestión de los N-oligosacaridos con la PNGasa F se estudió el efecto de las 
mutaciones en la glicosilación, a partir de muestras inmunoprecipitadas provenientes 
de transfecciones transitorias en la línea celular Hek 293T. 
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celular y lisamos las células. De los lisados celulares no pudimos 
recuperar la suficiente cantidad de proteína para ser detectada por 
western blot, por el contrario en el análisis del medio observamos una 
disminución muy significativa en la secreción de proteína en las células 
tratadas con tunicamicina, respecto de las células control tratadas con 
DMSO (Figura 29-A). 
Para observar el cambio en el estado de glicosilación de LGI1FL 
empleamos la mutación p.R474X ya que su nivel de expresión es mayor 
que el de otras construcciones. En la figura 29-B la imagen muestra 
que el tratamiento con tunicamicina inhibe la glicosilación de la 
proteína, aunque también se observa una pequeña fracción glicosilada.  
 
 
 
1.3.3 Efecto de la N-glicosilación en la secreción. 
Estudiamos el efecto de la N-glicosilación en la secreción de 
LGI1FL, para ello clonamos mediante mutagénesis dirigida 
separadamente las mutaciones en los puntos de N-glicosilación y 
conseguimos una construcción con los tres puntos de glicosilación, 
sobre la proteína completa (pFLAG LGI FL N192Q, pFLAG LGI FL N277Q, 
pFLAG LGI FL N422Q y pFLAG LGI FL N192Q + N277Q + N 422Q). En la 
Imagen 29. Efecto del tratamiento con 
tunicamicina. A) Reducción de la secreción de LGI1 
completa con el tratamiento de tunicamicina. B) 
Inhibición de la glicosilación en R474X. 
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figura 30 la imagen del western blot indica que mutando sitios 
individuales de glicosilación no se elimina la secreción de LGI1FL, 
mientras que ésta desaparece con la construcción triple mutante en los 
sitios de restricción. Esto indica que la glicosilación es importante para 
el correcto plegamiento y secreción de la proteína 
 
 
 
1.4 LGI1FL forma multicomplejos. 
 LGI1FL está compuesta en su extremo amino por los dominios 
ricos en leucinas, los cuales están flanqueados en ambos extremos por 
regiones ricas en cisteínas, ello la convierte en una proteína candidato 
perfecta para formar puentes disulfuro, bien intramolecularmente o 
intermolecularmente y formar complejos con otras proteínas o con ella 
misma. Para comprobar esta última hipótesis disponemos de LGI1 
fusionada a GFP y LGI1 fusionada a FLAG, mediante ensayos de 
coinmunoprecipitación bajando con anti-FLAG y volviendo contra GFP, 
podemos determinar si están interaccionando. 
El panel superior de la figura 31 muestra la inmunoprecipitación 
de LGI1FL o LGI1SP fusionadas a FLAG, demostrando que existe proteína 
a partir de la cual se quiere demostrar la interacción. En el panel 
inferior de la misma figura, se muestra la  interacción de las proteínas 
Figura 30. Efecto de la glicosilación en la secreción de LGI1. A partir de 
construcciones con una mutación en un punto de glicosilación y una construcción con 
los tres puntos de glicosilación, se analizaron los medios y los lisados celulares, para 
evaluar el efecto de cada punto de glicosilación en la secreción. 
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LGI1FL o LGI1SP fusionadas a GFP con las formas inmunoprecipitadas 
fusionadas a FLAG. Así se demuestra en la carrera correspondiente a 
LGI1FL·FLAG-LGI1FL·GFP, que inmunoprecipitamos LGI1FL·FLAG con el 
anticuerpo anti-flag (detectado con anticuerpo anti-FLAG generado en 
una especie diferente al de inmunoprecipitación, para evitar la 
aparición de las bandas de inmunoglobulinas al revelar la película) y en 
el panel inferior de la misma carrera detectamos la proteína  
LGI1FL·GFP, demostrando que interacciona con LGI1FL·FLAG . En el 
lateral izquierdo del panel inferior se muestran los controles 
únicamente con las proteínas LGI1FL·GFP y LGI1SP·GFP que muestran 
que estas proteínas no se unen de manera inespecífica durante la 
inmunoprecipitación. 
 
 
 
Tratamos de determinar la región implicada en la interacción, 
para ello utilizamos las construcciones carentes de los dominios EPTPs 
o LRRs fusionados a FLAG junto con LGI1FL fusionada a GFP. El panel 
superior de la figura 32 muestra la inmunopreciptación de las proteínas 
carentes de los dominios EPTPs o LRRs fusionados a FLAG y el panel 
inferior muestra que la proteína LGI1FL fusionada a GFP es capaz de 
Figura 31. Ensayo de 
coinmunoprecipitación entre LGI1 
completa y procesada fusionadas a 
FLAG con LGI1 completa y 
procesada fusionadas a GFP. 
Distintas combinaciones de las 
construcciones se cotransfectaron en 
Hek 293T. Panel superior: 
Inmunoprecipitación de la proteína con 
la que se va a demostrar la interacción. 
Panel inferior: Coinmunoprecipitación 
de la proteína que interacciona con la 
proteína inmunoprecipitada. 
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interaccionar con ambas. Ello sugiere que ambos dominios están 
implicados en la interacción intermolecular de LGI1FL 
 
 
 
A continuación planteamos la posibilidad de una interacción 
entre homodominios (LRRs con LRRs y EPTPs con EPTPs) o 
heterodominios (LRRs con EPTPs), para ello empleamos las 
construcciones sin LRRs fusionadas a FLAG y a GFP, y las 
construcciones sin EPTPs fusionadas a FLAG y a GFP interaccionando 
entre ellas y de forma cruzada entre ellas. Como puede observarse en la 
figura 33, es muy evidente que existe una fuerte interacción entre las 
construcciones carentes de EPTPs, es decir entre los dominios LRRs y 
también entre los dominios LRRs y EPTPs, sin embargo en el western 
blot no observamos interacción entre los dominos EPTPs. Mientras que 
en el panel superior de la figura 33 observamos inmunoprecipitación de 
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Figura 32. Ensayo de coinmunoprecipitación 
entre las construcciones ∆LRRs·FLAG y 
∆EPTPs·FLAG con LGI1FL·GFP. Las proteínas de 
fusión se cotransfectaron en Hek 293T, Panel 
superior: Inmunoprecipitación de ∆LRRs·FLAG y 
∆EPTPs·FLAG. Panel inferior: 
coinmunoprecipitación de LGI1FL GFP. 
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la construcción ∆LRRs·FLAG, en el panel inferior no se observa proteína 
∆LRRs·GFP coinmunoprecipitada con la muestra anterior.  
 
 
1.5 Localización subcelular  
1.5.1 Estudios de colocalización-microscopia confocal. 
 Dado que la forma procesada de LGI1 (LGI1SP) queda retenida 
dentro de la célula y las mutaciones no son secretadas nos 
preguntamos sobre la localización de dichas proteínas dentro de la 
célula. Para ello transfectamos cultivos celulares de la línea celular 
Figura 33. Ensayo de coinmunoprecipitación entre las construcciones ∆LRRs 
fusionadas a FLAG y a GFP, entre las construcciones ∆EPTPs fusionadas a FLAG 
y GFP y entre ellas. Panel superior: Inmunoprecipitación de la proteína con la que 
se va a demostrar la interacción. Panel inferior: Coinmunoprecipitación de la 
proteína que interacciona con la proteína inmunoprecipitada.  
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COS7 con las construcciones correspondientes a ambas formas de LGI1 
y a las mutaciones p.C46R, p.S145R, p.C200R, p.F318C, p.E383A, 
c.740delC y p.R474X fusionadas a GFP y realizamos un marcaje 
específico de retículo endoplasmático con anticuerpo anticalnexina, y de 
aparato de Golgi mediante una sonda fluorescente (bodipy ceramide). 
 Mediante microscopia confocal comprobamos que LGI1FL 
colocaliza con el retículo endoplasmático y con el aparato de Golgi, 
como cabe esperar para una proteína de secreción (Figura 34). Sin 
embargo LGI1SP y todas las mutaciones a excepción de p.R474X 
colocalizan únicamente con el retículo endoplasmático. La mutación 
p.R474X colocaliza con el retículo endoplasmático y con el aparato de 
Golgi, sin embargo esta proteína no llega a ser secretada (Figura 34) 
 
 
Figura 34. Localización subcelular de las dos isoformas de LGI1 y de las 
mutaciones. A) Colocalización con el RE (Anticuerpo anti-calnexina). B) Colocalización 
con el AG (Sonda fluorescente BodipyTR  Ceramide) 
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1.5.2 Interacción con Calnexina en el RE. 
 Las proteínas al ser sintetizadas en el RE son acogidas por 
chaperonas que ayudan a su correcto plegamiento. Es muy conocido el 
ciclo de la calnexina (CNX) y calreticulina (CRT),  estas proteínas son 
chaperonas residentes en el retículo endoplasmático, y por tanto se 
unen a  proteínas en proceso de plegamiento o proteínas a las que se le 
ha dado una nueva oportunidad para su correcto plegamiento. 
Estudiamos la interacción de LGI1FL así como de la batería de 
mutaciones con la CNX. Como puede observarse en la figura 35 el panel 
superior muestra la inmunoprecipitación de las construcciones 
fusionadas a FLAG y en el panel inferior se observa la interacción de 
todas las construcciones utilizadas con la CNX. Tanto la forma 
completa de LGI1 como las mutaciones interaccionan con la calnexina 
en el RE. 
 
 
Figura 35. Interacción de LGI1FL y de las mutaciones con CNX Se 
transfectaron las construcciones LGI1FL·FLAG, c.758delC·FLAG, p.R474X, 
p.C46R·FLAG, p.S145R·FLAG, p.C200R·FLAG, p.F318C·FLAG, p.E383A·FLAG 
en Hek293T. Panel superior: Inmunoprecipitación de las construcciones 
fusionadas a FLAG. Panel inferior: Coinmunoprecipitación de la calnexina con 
las construcciones fusionadas a FLAG. 
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1.5.3 Subfraccionamiento celular 
 Se intentó corroborar los resultados observados por 
inmunohistoquímica mediante subfraccionamiento en gradiente de 
sacarosa. Para ello, se transfectaron transitoriamente células Hek 293T 
con la batería de construcciones fusionadas a GFP, a partir de las 
cuales se obtuvieron homogenados celulares que fueron centrifugados 
en un gradiente discontinuo de sacarosa. Mediante western blot de las 
fracciones obtenidas, como puede observarse en la figura 36, pudimos 
confirmar la presencia de LGI1SP y de la mutación c.758delC en el 
retículo endoplasmático, para el resto de construcciones no se obtuvo 
una señal clara, quizá esto sea debido a que hay una menor cantidad 
de proteína total del resto de las construcciones. 
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Figura 36. Subfraccionamiento celular a partir de la línea Hek 293T 
transfectada con la batería de mutaciones fusionadas a GFP. Los sobrenadantes 
post-nucleares obtenidos de las distintas transfecciones en Hek 293T fueron 
separados en un gradiente discontinuo de sacarosa 10-40%. Se hibridaron en 
paralelo membranas con el anticuerpo para localizar la proteína, y con el anticuerpo 
anti-calnexina para identificar las fracciones correspondientes al RE. 
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1.6 Efecto de LGI1FL en la proliferación celular. 
 Kunapulli y colaboradores demostraron que sobreexpresando 
LGI1FL en la línea celular T98G disminuía la tasa de crecimiento, dado 
que LGI1FL es una proteína de secreción tratamos de demostrar que su 
efecto tiene un origen extracelular. Para ello creamos líneas celulares 
estables CHOK1 que expresan LGI1FL a partir de las cuales obtuvimos 
medios celulares condicionados que añadimos sobre la línea celular 
T98G y estudiamos los efectos en el crecimiento. 
En un primer experimento, se obtuvo medio condicionado a partir de 
células CHOK1 que expresaban LGI1FL, que se concentró y añadió 
directamente sobre células T98G para estudiar el efecto en su 
crecimiento. El cambio de medio por este medio condicionado produjo 
muerte celular, tanto del control (sin LGI1FL) como del medio que 
contiene LGI1FL A fin de evitar efectos relacionados con la acumulación 
de productos que puedan resultar tóxicos provenientes del cultivo 
inicial, se concentró el medio y se suplementó con medio fresco antes de 
ser añadido sobre las células tras comprobarse por western blot la 
expresión de LGI1FL en el medio concentrado. Como muestra la imagen 
37, no hay diferencias significas en la tasa de crecimiento de las células 
T98G suplementadas con OptimemI, medio proveniente de células 
CHOK1 sin transfectar y medio condicionado de CHOK1-LGI1FL. La 
adición externa de LGI1FL sobre las células no produjo cambios en la 
tasa de crecimiento de la línea celular T98G.   
 
Figura 37. Efecto en el 
crecimiento celular de LGI1FL 
añadida sobre células T98G. 
Comparación de la tasa de 
crecimiento de células de la línea 
celular T98G suplementadas con 
OptimemI, con medio condicionado 
obtenido a partir de células CHOK1 
control y de células CHOK1 estables 
que secretan LGI1. 
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Para estudiar un efecto intracelular de LGI1FL en el crecimiento de la 
línea celular T98G y tratar de reproducir los resultados de Kunapulli, 
generamos células estables que expresaban LGI1FL·GFP  y como control 
células estables que expresaban GFP. Analizamos la tasa de crecimiento 
y como muestra la figura 38, no se observaron diferencias entre las 
células T98G control expresando GFP y las estables expresando LGI1FL, 
incluso utilizando distintas concentraciones de suero en el medio. 
 
 
  
La diferencia entre los experimentos llevados a cabo por 
Kunapulli y los realizados en el laboratorio radica principalmente en la 
etiqueta que se fusiona a LGI1. Mientras que Kunapulli emplea la 
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Figura 38. Comparación de la tasa de crecimiento entre 
células estables de la línea T98G transfectadas con el vector 
vacío (pEGFP.N1) o LGI1FL-GFP. A) Tasa de crecimiento en un 
10% de suero. B) Tasa de crecimiento en un 20% de suero. 
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etiqueta FLAG (tiene 12 aa), nosotros utilizamos GFP, GFP es un 
proteína de 27 kD y dado su tamaño podía estar interfiriendo con la 
función de la proteína. Por ello utilizamos la construcción LGI1-FLAG 
con la que obtuvimos líneas celulares estables que expresan LGI1FL. 
A la hora de producir estables, en lugar de trabajar con mezclas 
celulares  (pools), tratamos de trabajar con colonias derivadas de 
células únicas, al igual que el grupo de Kunapulli. Para ello 
transfectamos la línea celular T98G y tras seleccionar con Geneticina 
realizamos una primera selección clonal, de la cual obtuvimos 14 
colonias de las que 10 siguieron adelante. A partir de cada una de ellas 
realizamos una segunda selección clonal, para asegurarnos de que 
provenían de una única célula, obteniendo 15 colonias finales. De las 
15 colonias finales tan sólo dos mostraron expresión de LGI1FL. Una de 
ellas perdió rápidamente la expresión, con lo cual no pudimos realizar 
estudio de crecimiento y con la otra conseguimos hacer un estudio de 
crecimiento en el que no observamos diferencias respecto a las T98G 
parentales (figura 39). Sin embargo, esta línea perdió rápidamente la 
capacidad de expresar LGI1FL a pesar de mantenerse con la geneticina. 
Así pues, tras conseguir colonias estables que expresan LGI1FL, estas 
pierden su expresión en cortos periodos de tiempo. 
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Figura 39. Efecto de LGI1FL en el crecimiento celular. 
Comparación de la tasa de crecimiento de una colonia de la línea 
celular T98G transfectada con el vector vacío, con otra transfectada 
con LGI1-FLAG. 
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1.7 Efecto de las mutaciones en la interacción de LGI1FL con 
p75NTR, Nogo, y Lingo1 
 Nuestro grupo ha demostrado la existencia de una interacción 
entre LGI1FL y el complejo receptor de mielina formado por Lingo1, 
p75NTR y NgR. A continuación estudiamos el efecto que tendrían las 
mutaciones en dichas interacciones: 
1.7.1 Interacción de LGI1FL con Lingo1 
 Se cotransfectó la batería de mutaciones de LGI1 con Lingo1 para 
evaluar el efecto de las mismas sobre la interacción, utilizando como 
control positivo LGI1FL que se había demostrado interacciona con 
Lingo1. Como se observa en la figura 40, las mutaciones en LGI1 no 
afectan a su interacción con Lingo1. 
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Figura 40. Efecto de las mutaciones en la interacción con Lingo1. Se 
cotransfectaron las distintas mutaciones fusionadas a FLAG con Lingo1 Las figuras 
superiores muestran la inmunoprecipitación de las mutaciones fusionadas a FLAG , las 
figuras centrales muestran la coinmunoprecipitación de Lingo1 con las mutaciones y. las 
imágenes inferiores muestran la expresión de Lingo1 en los lisados de las células antes de 
la coinmunoprecipitación, en ellas se observa que en todas las transfecciones se expresa 
aproximadamente la misma cantidad de Lingo1. 
 Caracterizacion funcional de LGI1/Epitempina mediante modelos celulares. 
 
 
104 
A fin de determinar los dominios de LGI1FL implicados en esta 
interacción utilizamos la construcción carente de las repeticiones ricas 
en leucinas flanqueada por los dominios ricos en cisteínas fusionada a 
Flag (pFlag ∆LRRs, que contiene únicamente los dominios EPTP) y la 
construcción carente de las EPTPs (pFlag ∆EPTPs, que contiene las 
LRRs flanqueadas por los dominios ricos en cisteínas) fusionada a Flag. 
En la figura 41 se observa que LGI1FL es capaz de interaccionar por 
ambos dominios con Lingo1.  
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Figura 41. Análisis de los dominios de LGI1 en la interacción 
con Lingo1. El panel superior muestra las construcciones 
inmunoprecipitatadas de LGI1 fusionadas a Flag. El panel central 
muestra la interacción de las construcciones con Lingo1, y el panel 
inferior demuestra la sobreexpresión de Lingo1 en los lisados. 
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1.7.2 Interacción de LGI1FL con el receptor de Nogo 
Dado que LGI1FL interacciona mediante coinmunoprecipitación 
con Lingo1 a través de los dos dominios y con todas las mutaciones, 
para estudiar su interacción con el receptor de Nogo (NgR), empezamos 
por intentar determinar la interacción de NgR con LGI1FL, para ello 
empleamos las construcciones  pFlag ∆LRRs y pFlag ∆EPTPS junto con 
el receptor de Nogo (NgR), y Lingo1-Flag como control positivo de la 
interacción. La figura 42 muestra que LGI1FL es capaz de unirse a NgR 
por cualquiera de sus dominios. 
 
 
 
 
Figura 42. Análisis de los dominios de LGI1 en la 
interacción con el receptor de Nogo (NgR).  El panel 
superior muestra las construcciones inmunoprecipitatadas 
de LGI1 y Lingo1 fusionadas a Flag. El panel central muestra 
la interacción de las construcciones con NgR, y el panel 
inferior demuestra la sobreexpresión de NgR en los lisados. 
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1.7.3 Interacción de LGI1FL con p75NTR 
Siguiendo el mismo razonamiento intentamos determinar la 
interacción de p75NTR  con LGI1FL, para ello empleamos las 
construcciones pFlag ∆LRRs y pFlag ∆EPTPS junto con p75NTR  y 
Lingo1-Flag como control positivo de la interacción. La figura 43 
muestra, que al igual que en los dos casos anteriores, LGI1FL es capaz 
de unirse a p75NTR por cualquiera de sus dominios. 
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Figura 43. Análisis de los dominios de LGI1 en la interacción 
con el receptor de p75NTR.  El panel superior muestra las 
construcciones inmunoprecipitatadas de LGI1 y Lingo1 fusionadas a 
Flag. El panel central muestra la interacción de las construcciones 
con p75NTR, y el panel inferior demuestra la sobreexpresión de p75NTR 
en los lisados. 
 Resultados. 
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VIII. DISCUSIÓN 
Producción-caracterización de anticuerpos frente a LGI1 
 Tras identificar LGI1 como el gen causante de la Epilepsia Lateral 
Temporal Autosómica Dominante (ADLTE) mediante análisis genéticos, 
tratamos de caracterizar funcionalmente la proteína que codifica LGI1.  
 Como ya se ha descrito en la introducción, el gen LGI1 puede 
sufrir un procesamiento alternativo y como consecuencia producir dos 
isoformas de distinto tamaño. Una correspondiente a la proteína 
completa de 557 aminoácidos y la otra de de 292 aminoácidos, que por 
una parte presenta un dominio amino terminal idéntico a la forma 
completa de LGI1 y por otra un dominio carboxilo terminal mucho más 
corto conteniendo una única EPTP y una secuencia de 12 aminoácidos 
propia de esta isoforma consecuencia del cambio en la pauta de lectura. 
No se dispone de datos in vivo que indiquen si esta isoforma llega a 
traducirse a proteína y si tiene alguna implicación en la función de 
LGI1, pero el hecho de que la cantidad relativa de cada isoforma 
observada por Northern blot sea diferente en cerebro y en músculo 
esquelético (Chernova et al. 1998; Morante-Redolat et al. 2002) sugiere 
la posibilidad de que la célula establezca un control sobre el balance 
entre ambas isoformas y que este balance sea importante para la 
función, pudiendo ambas isoformas realizar funciones cooperativas o 
completamente diferentes. 
Curiosamente, LGI1 no presenta homología con canales iónicos 
dependientes de voltaje o ligando ni estaba relacionado con 
neurotransmisores (producción, degradación, liberación), como en el 
resto de epilepsias idiopáticas descritas hasta el momento. De LGI1 
conocíamos que era responsable de este tipo de epilepsia pero no el 
mecanismo molecular que la desencadena. Para iniciar el estudio 
funcional de la proteína nos planteamos desarrollar herramientas 
biológicas que fueran posteriormente utilizadas en nuestro trabajo. Para 
ello, produjimos anticuerpos específicos contra la proteína, para 
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determinar su patrón de expresión en cerebro y su localización 
intracelular. El objetivo era utilizarlos en ensayos de 
inmunocitoquímica, inmunohistoquímica así como western blot. 
 Generamos anticuerpos contra dos péptidos sintéticos 
correspondientes a dos regiones diferentes de la proteína, una situada 
en la región amino-terminal y otra en la región carboxilo-terminal. 
Optamos por la aproximación de péptidos sintéticos en lugar de 
proteína completa con el fin de obtener anticuerpos específicos de 
secuencia aminoacídica y no anticuerpos conformacionales que 
reconocieran una estructura tridimensional, puesto que esta 
aproximación favorece la obtención de anticuerpos susceptibles de ser 
utilizados en la técnica del western blot (Harlow et al. 1988) además de 
permitir seleccionar epítopos concretos de la proteína como son el 
extremo amino y el extremo carboxilo. 
 Para la comprobación de la especificidad de los anticuerpos 
realizamos un experimento de inmunocitoquímica sobre células COS7 
transfectadas con LGI1FL fusionada a GFP observando colocalización de 
la señal, lo que confirma la especificidad de los anticuerpos por la 
proteína. Otra evidencia a favor de la especificidad de estos anticuerpos 
es la eliminación del patrón de expresión neuronal que se observa en 
secciones de cerebro al utilizar el anticuerpo preadsorbido con el 
péptido frente al que fue generado (Morante-Redolat et al. 2002).   
A pesar de haber obtenido anticuerpos específicos contra la 
proteína, nuestros resultados demuestran que ninguno de los dos 
funciona en  western blot.  Las pruebas de preadsorción del anticuerpo, 
incubación con suero preinmune y comparación de otro anticuerpo 
reconociendo la proteína demuestran que estos anticuerpos no son 
capaces de reconocer LGI1 en western blot. Este es un resultado 
sorprendente, ya que al estar dirigidos contra péptidos sintéticos era 
más probable que funcionaran en western blot que en 
inmunocitoquímica e inmunohistoquímica. 
 Discusión. 
 
                                                                                                                             
 113 
La falta de eficiencia en la producción de anticuerpos parece 
deberse, en cierta medida, a algún factor ligado a la proteína misma 
más que a problemas técnicos. Por un lado, porque los dos anticuerpos 
comerciales existentes presentan también problemas de especificidad y 
de funcionamiento, requiriendo diluciones muy bajas para su uso, por 
otra porque intentos posteriores de producir anticuerpos por parte de 
grupos colaboradores o competidores de nuestro laboratorio (4 
anticuerpos), e incluso servicios dedicados a la producción de los 
mismos (2 anticuerpos) no han sido capaces hasta la fecha de obtener 
anticuerpos que sean útiles para su aplicación a la técnica del Western 
blot. Esta dificultad en obtener anticuerpos útiles sugiere pues que la 
inmunogenicidad de la proteína o de los péptidos utilizados es 
extremadamente baja. 
 
Necesidad de una cepa bacteriana que proporcione un 
ambiente reductor en el citosol y suplemente los ARNt de uso 
poco frecuente para la sobreexpresión de LGI1 en bacterias. 
La finalidad con la que se planteó la sobreexpresesión de  LGI1 en 
procariotas era la obtención de proteína en cantidades suficientes que 
nos permitieran su análisis estructural, realizar estudios funcionales y 
utilizarla como inmunógeno para la obtención de anticuerpo válidos 
para western blot. 
 Nuestros intentos de obtener proteína en cantidades suficientes 
para cumplir con los objetivos anteriormente citados han resultado 
infructuosos a pesar de utilizar distintos vectores y sistemas de 
sobreexpresión. Solamente cuando se utilizó una cepa bacteriana que 
se cotransformaba con el sistema pGroESL se obtuvieron productos de 
menor tamaño al de la proteína y solamente detectables por Western 
blot. 
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 La aparición de formas truncadas de la proteína  puede ser 
debida a la existencia de secuencias que se asemejen a la secuencia de 
unión del ribosoma a la proteína dentro de la proteína, sin embargo al 
analizar nuestra proteína no identificamos secuencias de este tipo, 
además el hecho de observar varias bandas de menor tamaño sugiere 
que se está degradando la proteína producida.. Otra posible explicación 
es la diferencia de utilización de codones entre eucariotas y procariotas, 
cuando el mensajero de una proteína heteróloga se expresa en E.coli  la 
diferencia en la utilización de codones puede impedir la traducción 
debido a la demanda de uno o más ARNt que pueden ser escasos en el 
pool de la bacteria. Insuficiencia en el pool de ARNt puede producir un 
estancamiento traduccional y una terminación prematura de la 
traducción. Los principales codones que presentan este tipo de 
problema son AGA, del que hay 9 en la proteína, AGG del que hay 4, 
AUA del que hay 6, CUA del que hay 5 CCC del que hay 3 y GGA del 
que hay 7 de los 558 aminoácidos totales que tiene la proteína. Además 
de esto, atendiendo a la estructura de la proteína, LGI1 posee dos 
regiones ricas en cisteínas, estas cisteínas están implicadas en la 
formación de puentes disulfuro (Buchanan et al. 1996; Scott et al. 
2004), muchas proteínas requieren de la formación de puentes 
disulfuro para su correcto plegamiento. Debido al escaso poder reductor 
en el citoplasma de E.coli estos puentes disulfuro no se formarían 
adecuadamente, produciendo en última instancia la degradación de la 
proteína que observamos. 
 Finalmente, una última explicación a la falta de expresión podría 
ser que la proteína resultara tóxica para la bacteria, y por ello no la 
sintetizara. 
 Teniendo en cuenta los últimos resultados obtenidos y nuestra 
interpretación de los mismos, proponemos la utilización de una cepa de 
expresión bacteriana que suplemente los ARNst poco frecuentes en la 
traducción de LGI1 además de proporcionar un ambiente reductor para 
la formación de puentes disulfuro, como es la cepa Rosetta gami. Esta 
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bacteria contiene un plásmido que suplementa los ARNt de uso menos 
frecuente en E.coli y además porta en su genoma mutaciones en el gen 
de la tioredoxina reductasa (trxB) y glutatión reductasa (gor) , 
favoreciendo un ambiente reductor en el citoplasma y con ello la 
formación de puentes disulfuro. Desafortunadamente, debido a falta de 
tiempo no ha sido posible llevar a cabo esta propuesta durante el 
desarrollo de esta tesis. 
 
LGI1 es una glicoproteína de secreción. Los dominios EPTPs 
están implicados en su secreción. 
  Como se ha descrito en la introducción LGI1 fue descrito por 
primera vez en 1998 por el grupo de Cowell (Chernova et al. 1998), 
mediante el empleo del programa TMpred predijeron un dominio 
transmembrana (TM) compuesto por una hélice alfa entre los 
aminoácidos 288 a 309 que dejaría en el compartimento extracelular el 
extremo amino terminal y en el citosol el extremo carboxilo terminal. 
Posteriormente, en un análisis de nuestro laboratorio (Morante-Redolat 
et al. 2002) utilizando el programa TMHMM v2.0 (Krogh et al. 2001) 
vimos que ningún fragmento de la secuencia proteica de LGI1 superaba 
el umbral para ser considerada dominio transmembrana. Esta 
diferencia puede ser probablemente debida a la utilización de distintos 
programas de predicción de dominios transmembrana. Con 
posterioridad al estudio de Chernova, Moller y colaboradores 
demostraron que el programa TMpred proporcionaban falsos positivos 
con una frecuencia mayor que TMHMM (Moller et al. 2001).  
En esta tesis se demuestra que la forma completa de LGI1 es una 
proteína de secreción. Para descartar que la secreción de la forma larga 
de LGI1 fuera un artefacto producido por un efecto de la línea celular, 
se probaron diversas  líneas celulares (CHOK1, T98G, COS7 y Hek 
293T) obteniéndose los mismos resultados. Al no disponer de 
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anticuerpos específicos que funcionen en western blot contra LGI1 es 
necesario fusionarle una etiqueta que nos permita detectarla. En estos 
experimentos de secreción LGI1 estaba fusionada a GFP, GFP es una 
proteína de 27kD que en algunas ocasiones ha interferido con la 
localización celular de la proteína o su función. Para descartar el 
posible efecto de GFP en la secreción utilizamos LGI1 fusionada a la 
etiqueta  FLAG, de reducido tamaño. Los resultados ponen de 
manifiesto que la forma completa de LGI1 es una proteína de secreción. 
Este resultado ha sido confirmado por un trabajo realizado por 
Senechal y colaboradores (Senechal et al. 2005), estos autores, además, 
demuestran que el resto de miembros de la familia (LGI2, LGI3 y LGI4) 
son también secretados. 
Curiosamente, mientras que la forma completa de LGI1 es 
secretada, la forma procesada, más corta, queda retenida dentro de la 
célula a pesar de que ambas proteínas contienen el péptido señal (PS) 
en su extremo amino-terminal. Con el fin de profundizar en esta 
cuestión se construyeron dos quimeras, una contiene el PS seguido de 
las regiones ricas en leucinas flanqueadas por regiones ricas en 
cisteínas (pFLAG ∆EPTPs) y la otra contiene el péptido señal seguida de 
las EPTPs (pFLAG ∆LRRs). Como era de esperar la construcción sin 
EPTPs es retenida dentro de la célula, ya que tiene una secuencia muy 
similar a la de la forma procesada de LGI1 y por tanto suponemos que 
adquirirá una conformación parecida. Sin embargo, observamos que la 
construcción con el péptido señal y las EPTPs es secretada al medio. 
Como se ha descrito en la introducción, los 7 dominios EPTPs se 
plegarían en una estructura ß-propeller, que a la vista de nuestros 
resultados proponemos estén implicados, entre otras funciones, en la 
secreción de la forma completa de la proteína 
La glicosilación es un proceso muy conservado desde levaduras 
hasta humanos, además se estima que más de la mitad de las proteínas 
glicosiladas tengan unidos oligosacáridos a argininas (N-glicosilación). 
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La mayoría de proteínas secretadas están N-glicosiladas, y este proceso  
facilita el plegamiento de la proteína y sirve de punto de control en el 
retículo endoplasmático durante la síntesis de proteínas, además de 
guiar su tráfico (Parodi 2000a; Trombetta 2003; Helenius et al. 2004) 
Dado que LGI1 es una proteína de secreción y que en 1998 Chernova y 
colaboradores (Chernova et al. 1998) predijeron dos puntos de 
glicosilación: p.N177 y p.N244 en este trabajo estudiamos el estado de 
glicosilación de la proteína. Por un lado confirmamos mediante 
mutagénesis dirigida que los dos puntos predicho que Chernova están 
realmente N-glicosilados en  la proteína y además demostramos la 
existencia de un tercer punto de glicosilación  p.N422, predicho por el 
programa informático Net.Glyc 2.0.  
 La glicosilación de LGI1 es importante para su secreción ya que la 
construcción con los tres puntos de glicosilación mutados impide 
completamente la secreción de la proteína. Tal y como cabía esperar, la 
construcción de LGI1 con la mutación en el punto de glicosilación 
p.N192Q y p.N422Q muestran una tasa de secreción más baja que la 
forma silvestre, sin embargo la otra construcción con la mutación en el 
punto de glicosilación p.N277Q parece secretarse con mayor eficiencia. 
A pesar de que sería necesario realizar un estudio cuantitativo para 
demostrar este hecho, la aparente mayor secreción de la construcción 
p.N277Q frente a LGI1FL resulta un tanto sorprendente ya que se ha 
descrito que los oligosacáridos aumentan la solubilidad de la proteína, 
ponen en contacto partes de la proteína y median en la interacción con 
las chaperonas del retículo endoplasmático, colaborando en el correcto 
plegamiento y facilitando la secreción de las proteínas (Parodi 2000a; 
Parodi 2000b)  
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Repercusión de las mutaciones en LGI1 
 Como ya se ha descrito en la introducción, desde la identificación 
de LGI1 como gen causante de la enfermedad se han descrito 
numerosas mutaciones en pacientes afectados de ADLTE. De entre 
todas las mutaciones descritas hasta el momento hicimos una selección  
de manera que estuvieran representadas mutaciones que afectaran a 
todos los dominios predichos de la proteína: dominio amino terminal 
rico en cisteínas (p.C46R), LRRs (p.S145R), el domino carboxilo terminal 
rico en cisteínas (p.C200R), las EPTPs (p.F318C y p.E383A) y además 
de producir mutaciones puntuales también produjeran proteínas 
truncadas (c.758delC, p.R474X).  Con esta batería de mutaciones 
estudiamos su efecto en la secreción de la proteína y vimos que todas 
las mutaciones impiden por completo la secreción de la proteína 
independientemente del dominio afectado o que se produzca una 
proteína truncada o un cambio aminoacídico.  
 El hecho de que las formas mutantes queden retenidas dentro de 
la célula plantea dos posibles explicaciones al desarrollo de la 
enfermedad. La primera, una pérdida de función debido a la reducción 
en la concentración extracelular de la proteína. Y la segunda una 
ganancia de función, al quedar mayor cantidad de proteína retenida que 
podría competir con la forma procesada por sus mismos ligandos. 
Nuestra hipótesis se basa en que las mutaciones encontradas en 
los pacientes de ADTLE, bien por producir proteínas truncadas o 
mutaciones en aminoácidos conservados entre los parálogos y otras 
especies, producen alteraciones en la estructura que producen en 
último término la enfermedad. Aunque no se conoce la estructura 
tridimensional de la proteína podemos sugerir cómo las mutaciones que 
hemos estudiado afectan a la secreción de la proteína. Las mutaciones 
más sencillas de explicar son las de los dominios ricos en cisteínas. El 
dominio rico en cisteínas que flanquea las LRRs en su extremo amino 
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terminal sigue la secuencia consenso : CPXXCXCXXXXXXC, en la cual 
la mutación C46R ocupa la segunda posición dentro del dominio de 
cuatro cisteínas altamente conservadas (señalada en negrita). Del 
mismo modo, el dominio rico en cisteínas que flanquea a las LRRs en su 
parte carboxilo terminal sigue la secuencia consenso de los dominios 
ricos en cisteínas que ocupan esta posición: CXCX20CX20C, la mutación 
C200R ocupa la tercera posición (señalada en negrita) dentro de este 
dominio de cisteínas altamente conservadas. Ambas cisteínas pueden 
estar implicadas en la formación de puentes disulfuro dentro de su 
mismo dominio, como se discutirá más adelante. Ambas mutaciones 
(p.C46R y p.C200R) ponen de manifiesto la importancia de los dominios 
ricos en cisteínas en el correcto plegamiento de la proteína para la 
adquisición de una estructura funcional. Mediante el alineamiento de 
secuencias de LGI1 de humano, ratón, colicorto, pollo, rana y pez cebra, 
junto con los parálogos de LGI en humano, ratón y pez cebra se puede 
observar que estas cisteínas están muy conservadas en vertebrados, 
poniendo de manifiesto su importancia para la proteína.  
 La mutación p.S145R afecta al tercer dominio LRR, localizado 
entre los residuos 138 y 161, estos dominios están implicados en la 
interacción proteína-proteína (Kobe et al. 1995), pudiendo estar alterada 
la interacción con aquellas otras moléculas con las que  interaccione a 
consecuencia de la presencia de la mutación.  
 Las mutaciones p.F318C y p.E383A afectan al tercer y cuarto 
dominio EPTP respectivamente, cada EPTP está formado por 4 cadenas 
ß que se organizan formando la unidad básica, de manera que LGI1 
tiene 7 de estas unidades formando la estructura ß propeller .  
 Mediante un alineamiento de las secuencias de las EPTPs 
superponiendo las hojas ß de cada una de ellas, se observa que el 
aminoácido p.F318 forma parte de la primera hoja ß y está conservado 
en todas las EPTPs (Staub et al. 2002), lo que indica su potencial 
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importancia para el plegamiento de la proteína (Paoli 2001). Por otra 
parte, el aminoácido p.E383 forma parte de la segunda hoja ß, se trata 
de una aminoácido polar que está conservado en la tercera y cuarta 
EPTP, estando sustituido por otros aminoácidos polares: K para la 
segunda y quinta EPTP y D para la primera EPTP. La necesidad de un 
aminoácido polar en esta posición resalta su importancia en el 
plegamiento de la proteína. Ambas mutaciones afectarían directamente 
el plegamiento de la proteína, impidiendo o desestabilizando el ß 
propeller. 
 En contraposición, como se ha mencionado anteriormente, 
mutaciones en el puntos de glicosilación no inhiben la secreción, entre 
estos puntos p.N192 y p.N277 están bastante conservados, sin embargo 
p.N422 muestra una mayor diversidad. Mientras que mutaciones 
puntuales en los sitios de glicosilación permiten la secreción de la 
proteína, el triple mutante no es secretado, indicando que cuando 
solamente se muta un punto de glicosilación, los otros dos podrían de 
algún modo estar supliendo su función. 
 
LGI1 podría formar complejos consigo misma. 
 Puesto que los dominios LRR son dominios implicados en 
interacciones proteína-proteína y se ha descrito algún caso de proteínas 
con estos dominios formando homodímeros, nos planteamos comprobar 
la hipótesis de si LGI1 podría formar complejos consigo misma a través 
de los que ejercer su función. Mediante un experimento de 
coinmunoprecipitación utilizando LGI1 fusionada a distintas etiquetas 
demostramos que la forma completa y la procesada son capaces de 
interaccionar con ellas mismas, y también entre ellas. Estos resultados 
apuntan a las LRRs flanqueadas por los dominios ricos en cisteínas 
como responsables de la interacción. Sin embargo, al analizar la 
participación de los dominios EPTPs en la interacción, observamos que 
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la forma completa fusionada a GFP es capaz de interaccionar con la 
construcción pFLAG ∆LRRs, lo que supone la existencia de interacción 
entre los dominios EPTP y el resto de la proteína. A su vez, observamos 
de la misma forma la interacción entre las LRRs flanqueadas por los 
dominios ricos en cisteínas y la proteína completa 
Teniendo en cuenta que LGI1FL es una proteína modular 
compuesta por dos dominios: uno las LRRs flaqueadas por los dominios 
ricos en cisteínas y otro por las EPTPs, y que ambos dominios están 
implicados en la interacción para la formación del complejo, 
propusimos que la interacción se produjera entre homodominios. Los 
resultados muestran una interacción clara entre LRRs, entre LRRs y 
EPTPs, pero no entre domininos EPTPs. Todos estos resultados apuntan 
a que la dimerización/oligomerización se produce a través de las LRRs. 
Existe poca bibliografía relacionada con estructura tridimensional 
de proteínas que contienen repeticiones del tipo LRRs flanqueadas en 
ambos extremos por dominios ricos en cisteínas. Algunos artículos 
apuntan la formación de puentes disulfuro entre las cisteínas 
pertencientes al mismo dominio, de modo que formarían dos 
estructuras a modo de tapones (caps) conteniendo las LRRs (Scott et al. 
1986; Barton et al. 2003; Scott et al. 2004). En 2004 se publicó la 
estructura tridimensional de la decorina, esta proteína es el prototipo 
de la familia de los pequeños proteoglicanos con regiones ricas en 
leucinas  (small leucine-rich repeat proteoglycans) (Scott et al. 2004). 
Decorina es una proteína dimérica, dónde las LRRs de cada cadena 
peptídica forman una especie de curvatura (a modo de banana) y la 
dimerización se produce por la interacción entre las zonas cóncavas de 
las LRRs.  
Extrapolando los resultados de Scott y colaboradores con la 
proteína decorina a los obtenidos en el laboratorio con LGI1FL, 
proponemos que LGI1 forme complejos a través de las LRRs orientando 
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las cadenas en sentidos opuestos (el extremo amino terminal de una 
LRR interacciona con el extremo carboxilo terminal de la otra LRR). Ello 
explicaría la falta de interacción entre los dominios EPTPs, y dejaría 
cercano el dominio EPTP al dominio LRR de otra molécula de LGI1 
permitiendo la interacción entre aminoácidos de cada dominio para su 
interacción.  
A parte de coinmunoprecipitación con distintas etiquetas, sería 
necesario confirmar la formación de complejos por otro método, y 
averiguar la estequiometría del mismo. Un modo de hacerlo sería 
obtener proteína purificada para utilizarla en cromatografía de 
exclusión molecular. 
Si se confirmara la formación de complejos multiméricos entre 
moléculas de LGI1, y teniendo en cuenta el efecto de las mutaciones 
sobre la secreción de la proteína, parece factible pensar que la 
formación de complejos entre moléculas silvestres y mutadas afecte a la 
función del mismo. 
 
Mutaciones en LGI1 quedan retenidas en el RE. 
 Como es el caso para la mayoría de proteínas de secreción, LGI1 
ha de ser sintetizada en ribosomas asociados al RE, simultáneamente a 
su traducción irá siendo introducida en el lumen del RE donde es 
acogida por diversos enzimas como la oligosacaril transferasa (OST),que 
le adiciona los oligosacáridos en los residuos de arginina p.N177, 
p.N244 y p.N422, la glicosidasa I y II, quienes eliminan por orden las 
glucosas más exteriores del oligosacárido añadido por OST, chaperonas 
como la calnexina y con algún miembro de la familia de las PDI tiol-
oxidorreductasas, implicadas en la formación de puentes disulfuro, 
entre ellos muy probablemente con la tiol-oxidorreductasa ERp57 ya 
 Discusión. 
 
                                                                                                                             
 123 
que está asociada a la calnexina, y nosotros hemos demostrado que 
existe una asociación de LGI1 con la calnexina. 
 Una vez la proteína se ha sintetizado, plegado y oligomerizado 
correctamente está lista para salir del RE y ser enviada al AG. Sin 
embargo, cuando se producen proteínas truncadas o mutaciones que 
afectan al plegamiento, las proteínas quedan retenidas en el RE tal y 
como sucede en el caso de las mutaciones que hemos estudiado en 
LGI1, con la excepción de la mutación p.R474X. 
 La mutación p.R474X, que ocurre al principio de la segunda hoja 
ß de la sexta EPTP, también colocaliza con el AG, ello indica que forma 
una estructura lo suficientemente estable para eludir el control de 
calidad del retículo endoplasmático salir de él y llegar al AG. Sin 
embargo, esta mutación tampoco es secretada, sugiriendo que en el AG 
puede ser detectada como incorrecta y quizás ser devuelta al RE 
mediante vesículas o conducida a lisosomas para su degradación. 
  
Implicación de los dominios EPTPs en epilepsia 
  
 Una de las características de LGI1 es la presencia en el extremo 
carboxilo terminal 7 repeticiones tipo EPTP  que se plegarían formando 
una estructura de tipo ß-propeller . Curiosamente, estas repeticiones 
también están presentes en el gen VLGR1/MASS1, para el cual se ha 
encontrado una deleción en homocigosis que produce un codón de 
parada prematuro en el modelo de epilepsia audiogénica del ratón 
Frings (Skradski et al. 2001). El hecho de encontrar  estas repeticiones 
en dos genes diferentes que causan una patología relacionada, 
convertiría en buenos candidatos como genes causantes de epilepsia, 
aquellos genes que codifican en su secuencia estas repeticiones.  
 De una manera similar a LGI1, se ha propuesto un papel para 
MASS1/VLGR1 en la sinaptogénesis. Primero por su patrón de 
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expresión en el SNC (McMillan et al. 2002) y segundo porque por su 
arquitectura es muy similar a otros receptores unidos a la proteína G 
como son la familia de las flamingo, las latrofilinas y los inhibidores de 
la angiogénesis cerebral. (Scheel et al. 2002). 
 Recientemente se ha identificado LGI4 como el gen mutado en el 
ratón claw paw que presenta hipomielinización del sistema nervioso 
periférico sin signos de desmielinización en el SNC (Bermingham et al. 
2006). Este gen se ha relacionado con la formación de axones y mielina 
en el sistema nervioso periférico. 
 Además, las EPTPs se han relacionado con dos proteínas 
predichas a partir del genoma de Drosophila. En estas proteínas las 
EPTPs no están muy conservadas y además no se encuentran en 
número de 7, pero resulta curioso que una de ellas (CG11411) se 
encontró en búsqueda de mutantes para la sinaptogénesis y la guía 
axonal (Kraut et al. 2001), proporcionando nuevas evidencias en la 
implicación de proteínas que contienen dominios EPTPs con procesos 
de desarrollo. 
 Del resto de proteínas que poseen estos dominios: LGI3, se sabe 
que es expresada en cerebro aunque se desconoce si se encuentra 
asociadad trastornos neurológicos y de LGI12 y TNEP no se tienen 
datos sobre la proteína que las relacionen con el sistema nervioso. 
  
Influencia de LGI1 en el crecimiento celular 
  
Como se describe en la introducción, inicialmente se atribuyó a 
LGI1 una función como gen supresor de tumores (TSG) en base a su 
localización cromosómica y expresión. (Chernova et al. 1998; Besleaga 
et al. 2003). Posteriormente Krex y colaboradores estudiaron la función 
de LGI1 como supresor de tumores forzando su reexpresión en líneas 
celulares de glioblastoma que la habían perdido, al realizar los estudios 
de crecimiento y de invasividad en soportes de matrigel, no observaron 
diferencias entre las células transfectadas y las parentales (Krex et al. 
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2002). Este tipo de experimentos fueron replicados por el grupo de 
Cowell obteniendo unos resultados completamente diferentes, al forzar 
la expresión de LGI1 en la línea celular de glioblastoma T98G, 
observaron una reducción en la tasa de crecimiento y en la invasividad , 
que además estaba relacionada con la cantidad de LGI1 producida. 
Kunapulli y colaboradores explicaron la disparidad de resultados 
argumentando que el otro grupo no había demostrado la expresión de la 
proteína, había utilizado un cassette de expresión constituido por la 
ORF de LGI1 seguida de una secuencia de reconocimiento IRES y la 
GFP y mediante citometría de flujo había considerado células que 
expresaban LGI1 aquellas que eran positivas para GFP, siendo posible 
que tuvieran GFP, pero no LGI1.(Kunapuli et al. 2003).  
 Con los resultados obtenidos por Kunapulli y nuestros datos de 
que LGI1 es una proteína de secreción pensamos que las células 
transfectadas  estaban secretando LGI1, la cual estaba actuando de 
una manera autocrina promoviendo la reducción en la tasa de 
crecimiento y en la invasividad de las células. 
 Para comprobar esta hipótesis generamos células estables CHOK1 
que expresaban LGIFL fusionada a GFP.  A partir de cultivos de estas 
células obtuvimos medios celulares, en los cuales comprobamos la 
presencia de LGI1 fusionada a GFP mediante western blot, que 
añadimos sobre la línea celular de glioblastoma T98G. Sin embargo, no 
encontramos diferencias de crecimiento entre células suplementadas 
con medio proveniente de las células estables con LGI1, con el vector 
vacío y con la línea parental. Con estos resultados no puede descartarse 
una actuación extracelular de LGI1 ya que desconocemos la 
concentración a la que ha sido añadida sobre sobre las T98G, así como 
la concentración mínima necesaria para producir los efectos observados 
por Kunapulli en caso de tener una acción paracrina. Por ello 
analizamos la posibilidad de que el efecto observado se relacionara con 
una acción a nivel intracelular de LGI1. Así, transfectamos la línea 
celular de glioblastoma T98G con la construcción LGI1FL GFP, y a partir 
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de líneas de estables repetimos los estudios de crecimiento celular, a fin 
de determinar si existían diferencias en la tasa de crecimiento celular. 
 En estos experimentos tampoco observamos diferencias de 
crecimiento entre células estables transfectadas con el vector vacío y 
con LGI1. La diferencia entre los experimentos llevados a cabo por 
Kunapulli y los realizados en el laboratorio radica principalmente en la 
etiqueta que se fusiona a LGI1. Mientras que Kunapulli emplea la 
etiqueta FLAG nosotros utilizamos GFP, GFP es un proteína de 27 Kd y 
dado su tamaño podría producir una fusión que interfiriera con la 
función normal de la proteína. Por otra parte Kunapulli y colaboradores 
observaron que la reducción en la tasa de crecimiento era mayor en 
líneas celulares con mayor expresión  de LGI1. En nuestro caso 
trabajamos con mezclas celulares (pools) en lugar de líneas celulares, 
por lo que también es posible que de manera indirecta a través de los 
pases y con el tiempo, hubiéramos seleccionado involuntariamente 
células transfectadas con una expresión mínima de LGI1 y con una 
expresión baja sería factible que los efectos en el crecimiento no 
pudieran ser identificados.  
 Tomando en cuenta estas apreciaciones clonamos LGI1 fusionado 
a FLAG, lo transfectamos en la línea celular de glioblastoma T98G  y 
realizamos selección clonal para estudiar el efecto sobre el crecimiento 
en varias líneas celulares, con distintos niveles de expresión de la 
proteína. Sin embargo observamos que la expresión del transgen se 
pierde rápidamente con el tiempo, únicamente pudimos realizar los 
estudios de crecimiento para una colonia de las 15 que obtuvimos. Para 
esta colonia no observamos diferencias en la tasa de crecimiento con la 
línea parental. Nuestros resultados apuntan a una pérdida progresiva 
de la expresión del transgen con el tiempo, que justifica que no 
observemos diferencias en la tasa de crecimiento. Estas observaciones 
coinciden con el trabajo de Piepoli (Piepoli et al. 2006), en el que 
analizan la tasa de crecimiento y la invasividad al principio de la 
selección de estables, observando un efecto de LGI1 mientras que al 
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cabo de dos meses dejan observar el efecto de LGI1 y, además, 
correlacionan esta falta de efecto con una pérdida de expresión de LGI1 
en el tiempo. 
  
 
Interacción de LGI1 con moléculas implicadas en la regulación 
del crecimiento de neuritas en el SNC de mamíferos. 
  En el laboratorio y mediante la utilización de la técnica de doble 
híbrido en levadura para identificar proteínas que interaccionan con 
LGI1FL, se obtuvieron dos positivos RhoGDI y el receptor de nogo (NgR), 
ambas proteínas implicadas en la ruta de la inhibición del crecimiento 
de neuritas que la mielina y moléculas relacionadas ejercen en el 
sistema nervioso central de mamíferos. Estos datos sugieren que LGI1 a 
través de su interacción con NgR y RhoGDI podría tener un papel en el 
establecimiento y mantenimiento de redes de conexión neuronal. 
Posteriormente, en el laboratorio se demostró que LGI1FL no 
interaccionaba con RhoGDI pero si con el resto de componentes del 
complejo trimérico en el que se integra NgR y que está formado por 
p75NTR y Lingo-1. En principio, cabe la posibilidad de que la interacción 
observada por coinmunoprecipitación sea el reflejo de una 
compatibilidad molecular debida a la presencia de dominios de LRRs en 
este grupo de moléculas y que alguna de estas interacciones nunca 
llegue a darse in vivo. Por otra parte, es posible que la línea celular 
Hek293T exprese alguna otra molécula de manera endógena que pueda 
hacer de puente en la interacción de LGI1 con alguno estos receptores 
de manera  que la interacción observada no se produzca de modo 
directo. Cada una de las tres  proteínas que forman este receptor es 
capaz de interaccionar estrechamente con las otras dos y, por otro lado, 
NgR es capaz de unir con gran afinidad tres ligandos estructuralmente 
muy diferentes como son Nogo66, MAG y OMgp, lo cual pone de 
manifiesto la enorme versatilidad en cuanto a la capacidad de 
interacción de estas moléculas.  
 Caracterizacion funcional de LGI1/Epitempina mediante modelos celulares. 
 
 
128 
En esta tesis estudiamos el posible efecto de las mutaciones en 
LGI1 en la unión de LGI1 a cada uno de estos receptores del complejo. 
Sorprendentemente ninguna mutación modifica sustancialmente la 
capacidad de unir LGI1FL a estos receptores. Además, tratamos de 
determinar la región de la interacción de LGI1FL con estos receptores y 
observamos que para la interacción con todos los miembros del 
complejo LGI1FL interacciona con los dos dominios. 
 
LGI1 implicada en la formación de circuitos neuronales 
 
En el trabajo realizado por Krex y colaboradores estudian las 
relaciones filogenéticas de LGI1 con otras proteínas que contengan 
LRRs flanqueads por dominios ricos en cisteínas, obteniendo como 
resultado que las que más se asemejan son las Slit de Drosophila . Al 
igual que en LGI1, el quinto aminoácido de cada LRR está interrumpido 
por la presencia de un intrón, además algunos de los genes codificantes 
para determinadas Slits humanas se encuentran en zonas adyacentes a 
donde aparecen genes codificantes por algunas LGIs. Este sorprendente 
grado de similitud podría se indicio de su relación funcional, incluso se 
ha llegado a proponer que ambos genes han evolucionado a partir de un 
ancestro común debido a un proceso de amplificación (Krex et al. 2002) 
 La familia de genes SLIT en humanos está constituida por 3 
miembros: SLIT1, SLIT2 y SLIT3, los cuales se expresan 
mayoritariamente en el cerebro, la espina dorsal y la glándula tiroides 
respectivamente. 
Las proteínas codificadas por los genes SLIT son proteínas de 
secreción  esenciales para el desarrollo del sistema nervioso que actúan 
como factores guía neuronales de repulsión. Las SLITs están  
involucradas en la migración neuronal (por ejemplo SLIT2 repele 
fuertemente a las motoneuronas (Brose et al. 1999), a las interneuronas 
gabaérgicas que migran desde la eminencia ganglionar lateral hacia el 
neocórtex (Wu et al. 1999) y a las neuronas postmitóticas que migran 
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por la zona subventricular hasta el bulbo olfatorio en los primeros días 
del desarrollo postnatal (Hu 1999; Wu et al. 1999) y el crecimiento 
axonal produciendo una fuerte repulsión del cono de crecimiento (Brose 
et al. 1999; Li et al. 1999; Nguyen Ba-Charvet et al. 1999). A su vez se 
ha propuesto a los SLITs como factores que determinarían la formación 
de proyecciones colaterales axonales aunque no se disponga de datos 
fehacientes al respecto (Brose et al. 2000). 
 Además se ha comprobado que la acción repelente de las SLITs 
requiere justamente las LRRs (Battye et al. 2001). Dada la gran 
similitud de LGI1 con las proteínas SLIT en este dominio y las 
relaciones filogenéticas propuestas entre ambas no es descabellado 
atribuir a LGI1 un papel en el desarrollo del sistema nervioso, en la 
migración celular y el crecimiento axonal. De esta manera LGI1 podría 
ser un factor guía responsable del correcto establecimiento de 
determinados circuitos neuronales en el cerebro.  
 Dado que mutaciones en LGI1 en pacientes afectados de ADLTE 
impiden la secreción de la proteína, se podría dar origen a una 
producción incorrecta de los circuitos neuronales, bien por fallos en la 
migración celular o por un establecimiento incorrecto de sinapsis: por 
ejemplo mediante el establecimiento de un mayor número de sinapsis 
excitatorias o de un menor número de sinapsis inhibitorias. Estos 
defectos del desarrollo desencadenarían, en último término, las crisis 
epiléticas. Esto viene apoyado por un reciente trabajo de Pisano y 
colaboradores en el que proponen que la patogénesis en ADLTE sea 
debida a un establecimiento incorrecto de la red neural lateralizada, la 
cual incluye las áreas del lenguaje del hemisferio izquierdo implicadas 
en el acceso al conocimiento léxico almacenado.(Pisano et al. 2005). 
 A priori, los problemas en la migración neuronal y crecimiento 
axonal que conllevan el establecimiento de circuitos neuronales 
incorrectos deberían tener unas consecuencias clínicas muy acusadas, 
sin embargo la ADLTE cursa como una epilepsia benigna. Asumiendo 
una función de LGI1 en el desarrollo del sistema nervioso, la falta de 
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severidad en el fenotipo podría deberse a que aunque producida en 
menor cantidad, la proteína silvestre producida por el alelo normal está 
siendo secretada y esa cantidad es suficiente para que no se produzcan 
defectos muy severos en los circuitos neuronales. 
 Por otra parte, en el laboratorio hemos demostrado que 
LGI1 es capaz de unirse al complejo de inhibición del crecimiento 
mediada por la mielina y, además es capaz de reprimir esta inhibición 
en el crecimiento de neuritas y en el colapso del cono de crecimiento 
axonal presumiblemente a través del complejo formado por p75NTR, 
Lingo1 y NgR (Morante-Redolat, en preparación). Sería factible que LGI1 
fuera secretada, se uniera a uno o más miembros de este complejo , 
interfiriendo en la inhibición del crecimiento mediada por la mielina, 
por tanto impidiendo el colapso del cono de crecimiento y facilitando el 
crecimiento de neuritas en regiones donde la mielina impide este 
proceso. Sin embargo, como se ha descrito en la introducción el sistema 
nervioso central carece de actividad regenerativa, por lo que la función 
de LGI1 como promotora de la regeneración neuronal in vivo resulta 
poco probable.  
A pesar de que el papel de los inhibidores presentes en la mielina y 
del receptor de Nogo  en situaciones de lesión en el SNC se ha sometido 
a multitud de estudios en los últimos años, hoy en día todavía se 
desconoce cuál es el papel de estas moléculas en condiciones 
fisiológicas en el sistema nervioso adulto intacto, aunque algunos 
autores mantienen la hipótesis del papel crucial de estas moléculas en 
la regulación de la capacidad del SNC adulto de remodelar a pequeña 
escala su estructura o características funcionales en respuesta a 
distintos tipos de señales, fenómeno que se conoce como 
“neuroplasticidad”. 
El sistema nervioso central adulto no es una estructura estática ya 
que mantiene cierta capacidad adaptativa en la que se producen 
cambios a nivel funcional y estructural observándose fenómenos tanto 
de plasticidad sináptica (Buonomano et al. 1998) como de plasticidad 
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dendrítica (Hickmott et al. 2006) que se ha relacionado principalmente 
con procesos de aprendizaje y memoria en condiciones fisiológicas y con 
fenómenos de compensación en respuesta a lesión. La potenciación a 
largo plazo (LTP) asociada a procesos relacionados con el aprendizaje y 
la memoria a largo plazo en el sistema límbico o la sinaptogénesis 
reactiva por la que nuevas sinapsis ocupan el espacio dejado por la 
pérdida de neuronas o procesos en una región cercana son algunos 
ejemplos de procesos de plasticidad neuronal activa que ocurren en el 
cerebro adulto. 
Sin embargo, teniendo en cuenta el ambiente restrictivo para la 
regeneración y el crecimiento dendrítico en el que se encuentra el SNC 
de mamíferos, parece lógico pensar que para que estos procesos de 
plasticidad sináptica y plasticidad dendrítica puedan darse, ha 
atenuarse de algún modo ese ambiente inhibitorio.  
En esta línea se planteó la hipótesis de que en los procesos de 
remodelación y plasticidad neuronal disminuya la síntesis de moléculas 
de adhesión celular, de modo que se permita la movilidad de los 
terminales axónicos y NgR para que generar una “insensibilidad” 
temporal de las neuronas a la inhibición del crecimiento mediada por la 
mielina. Mediante tratamientos con ácido kaínico (AK) para aumentar la 
actividad neuronal y estimular la formación de nuevas sinapsis, se 
observó un aumento de BDNF acompañado de una disminución de NgR 
y un aumento de Lingo1 en regiones cerebrales de elevada plasticidad 
sináptica (como el giro dentado). Estos cambios van en paralelo a la 
reorganización que experimentan las neuronas como consecuencia del 
aumento de la actividad neuronal, para después reestablecerse los 
valores originales (Josephson et al. 2003; Trifunovski et al. 2004). De 
hecho, recientemente se ha visto implicada la ruta de señalización de la 
mielina a través del NgR en la inhibición de la plasticidad sináptica en 
el córtex visual de ratones adultos  (McGee et al. 2005) lo que pone de 
manifiesto el papel de esta ruta en condiciones fisiológicas. 
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Estos datos sitúan en una micro-ventana temporal a los 
componentes del complejo de inhibición del crecimiento neuronal 
mediado por mielina en una situación diferente a la que ocupan 
normalmente, favoreciendo un ambiente permisivo dando lugar a la 
formación de nuevas sinapsis en los procesos de plasticidad neuronal. 
En este ambiente si tiene lógica un papel de LGI1 promoviendo la 
formación de procesos, y sinapsis 
 Un posible mecanismo molecular que explicaría estas 
observaciones y encajaría con los datos experimentales que se poseen 
acerca de LGI1 postula que durante los procesos de remodelación y 
plasticidad sináptica del hipocampo y del cortex, junto a la ya 
observada disminución de NgR y aumento de Lingo1, también se 
produciría un aumento de LGI1. Puesto que se ha demostrado que LGI1 
es capaz de interaccionar con Lingo1, podría interaccionar con éste 
secuestrándolo e impidiendo que ejerza su papel en la inhibición del 
crecimiento, o puede que, a través de esta interacción, desencadene 
algún mecanismo que contribuya a la formación de los nuevos circuitos 
neuronales. 
Esta hipótesis explicaría cómo mutaciones en LGI1 producen 
ADLTE. Al no liberarse o liberarse en menor cantidad LGI1, el 
establecimiento de los nuevos circuitos neuronales no sería el 
adecuado, lo que fácilmente podrían desembocar en una 
hiperexcitabilidad anómala provocando crisis epilépticas. Dado que lo 
procesos de plasticidad neuronal no se dan simultáneamente en todas 
las regiones cerebrales, este modelo también es compatible con la 
naturaleza parcial de este síndrome epiléptico. 
 
¿Podría ser ADLTE otra canalopatía? 
 
Recientemente, Schulte y colaboradores publicaron un trabajo en 
el que demuestran la asociación de LGI1FL con un canal de potasio 
formado por las subunidades Kv1.1, Kv1.4 y Kvß1.(Schulte et al. 2006)  
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Este canal está formado por las subunidades de tipo α  Kv1.1 y 
Kv1.4, de las cuales Kv1.4 posee dominios de inactivación. Las cuatro 
subunidades de tipo α formarían un tetrámero que constituye la unidad 
central del canal, ya que contiene el poro conductor, el filtro de 
selectividad que permite el paso de K+ frente a otros cationes, el sensor 
de voltaje que controla los mecanismos que regulan la cinética de 
apertura y cierre del canal y los puntos de unión para los ligandos 
endógenos y fármacos (Tamargo 2004). 
Cada subunidad tipo α se une al extremo carboxilo de una 
subunidad auxiliar Kvß1 a través de su extremo amino terminal, 
generándose un octámero compuesto por 4 subunidades tipo α y 4 
subunidades tipo ß. Kvß1 también posee en su extremo amino-terminal 
un dominio de inactivación, que está implicado en la aceleración de la 
inactivación del canal. (Tamargo 2004). 
Tras su activación, algunos canales de K+ se inactivan. El canal 
formado por las subunidades Kv1.1, Kv1.4 y Kvß1 posee un mecanismo 
de inactivación tipo N o rápido. Este mecanismo se explica según el 
modelo de la bola y la cadena, por el que los primeros 24 aminoácidos 
de los extremos N-terminales formarían una estructura de inactivación  
que se une a través de una cadena de aminoácidos (residuos 23-83) a 
un receptor cargado negativamente, localizado en la boca 
intracitoplasmática del canal, que puede ser ocupado tras la apertura 
del mismo, produciendo su rápida inactivación.  
A partir del trabajo de Schulte (Schulte et al. 2006), no se puede 
deducir con qué subunidad/es del canal está interaccionando LGI1FL, 
ya que una de ellas podría actuar como molécula puente mostrando 
interacción con otra subunidad con la que realmente no interacciona. 
Además proponen que LGI1FL  se encuentre asociada a la membrana, 
sin mencionar la posibilidad de que se asocie con la cara 
intracitoplasmática o extracelular, esto resulta extraño ya que existían 
evidencias previas de que LGI1FL es una proteína de secreción (Senechal 
et al. 2005) Sin embargo, el hecho de que las formas mutadas son 
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capaces de interaccionar de igual modo con el complejo contrastándolos 
con nuestros resultados en que quedan retenidas en el interior celular, 
sitúan a la forma silvestre de LGI1FL interaccionando con el canal y 
ejerciendo su función en el compartimento intracelular, de forma 
opuesta a lo que habíamos hipotetizado. No hay que perder de vista la 
posibilidad de que este efecto esté mediado por LGISP, que queda 
retenida dentro de la célula, y los efectos observados en la inactivación 
del canal sean consecuencia de la sobreexpresión de LGI1FL, que 
mimetizaría el efecto de la forma procesada. 
Además, en el trabajo de Schulte y colaboradores se propone que 
el papel de LGI1FL en su asociación con el canal consiste en disminuir la 
cinética de inactivación del canal interfiriendo en el efecto producido 
por las subunidades Kvß1. Mientras que versiones mutantes de LGI1FL 
son incapaces de ejercer este efecto, dejando operativas las 
subunidades Kvß1 y por tanto generando canales con cinéticas de 
inactivación más rápidas. Las mutaciones al variar las propiedades 
eléctricas de las neuronas generan una hiperexcitabilidad neuronal que 
generaría la epilepsia.  
Ambas hipótesis, una LGI1FL interviniendo en plasticidad 
neuronal y la otra LGI1 mediando la inactivación de canales de potasio, 
están bien fundamentadas y experimentalmente contrastadas, no 
siendo entre si excluyentes. LGI1 puede ser una proteína 
multifuncional, ejerciendo funciones diferentes dependiendo del 
momento en que se exprese y si es secretada o retenida dentro de la 
célula  
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IX. CONCLUSIONES 
 
1. Los anticuerpos policlonales obtenidos frente a LGI1FL  son 
específicos para esta proteína,  sin embargo no lo son en western.  
 
2. LGI1FL resulta una proteína difícil de expresar en E.coli bien por 
no darse las condiciones adecuadas para su traducción correcta o 
su plegamiento apropiado bien por resultar tóxica para la 
bacteria. 
 
3. LGI1FL es una glicoproteína de secreción, posiblemente a través 
de los dominios EPTPs, mientras que la forma procesada y las 
mutaciones causantes de la ADLTE quedan retenidas 
intracelularmente a nivel de retículo endoplasmático. 
 
4. LGI1FL forma complejos consigo misma, siendo los dominios LRRs 
necesarios y suficientes para su aparición. 
 
5. En la línea celular T98G se produce una inactivación con el 
tiempo de la expresión del transgen. 
 
6. LGI1FL como molécula de secreción podría ser un ligando 
extracelular del complejo receptor de los componentes del sistema 
de inhibición del crecimiento mediado por mielina (NgR, p75 o 
Lingo1). Las mutaciones de LGI1FL a pesar de retener la 
capacidad de interaccionar con los componentes del complejo, no 
llegarían a hacerlo por no ser secretadas. 
 
7. El bloqueo de la secreción en las formas mutadas es la causa 
última de la a aprición de la ADLTE. 
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8. LGI1FL como molécula de secreción podría unirse a uno de los 
componentes del sistema de inhibición del crecimiento mediado 
por mielina (NgR, p75NTR o Lingo1) no para impedir esta 
inhibición y promover regeneración, sino para mediar en procesos 
de plasticidad neuronal colaborando en el establecimiento de 
nuevas sinapsis y circuitos neuronales. 
 
9. La ADLTE puede ser debida a una haploinsuficiencia, debida a la 
reducción de proteína secretada, o a la ausencia de secreción de 
la proteína silvestre.  
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ANEXO I Tabla de cebadores empleados. 
 
 Se encuentran subrayados los codones de inicio (ATG) y de 
parada (TGA) de las proteínas, resaltado en negrita los sitios de 
restricción, en cursiva las secuencias correspondientes a las etiquetas 
(Histidinas y Flag) y en minúsculas las mutaciones introducidas. La 
secuencia de todos los primers se indica en dirección 5´→3´. 
 
Tabla 8. Secuencias de los cebadores empleados en las construcciones. 
 
Nº Nombre Secuencia 
 
#1  attB1-(S-D/K)-ATG-LGI1-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAA
TCAGAAAGAAGC 
 
#2  attB2-TGA-LGI1-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATGCG
CTTAAGTCAAC 
 
#3  attB2-TGA-LGI1-mut01-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTACAGT
GGATGTGCCTGTA 
 
#4  attB2-TGA-LGI1-mut02-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTACGAT
GGCATCCTCTGAAT 
 
#5  758 delC_F TATTTGAATGATGAGTATGT 
 
#6  758 delC_R ACATACTCATCATTCAAATA 
 
#7 His_F TTGCTGACTGAGGGGCATCATCACCATCACCATAAGAAA
CCAGCGAAG 
 
#8  His_R CTTCGCTGGTTTCTTATGGTGATGGTGATGATGCCCCTC
AGTCAGCAA 
 
#9  XhoI hEPTP S/D-K- F ATTTAACTCGAGGAAGGAGATAGAACCATGGAATCAGAA
AGAAGC 
 
#10  EcoRI- hEPTP -no stop_R GGAAGGGAATTCGTGCGCTTAAGTCAAGTAT 
 
#11  hEPTP_4B_R CCCGGGGAATTCGTGACATGTTTGTA 
 
#12  Mut1_NonStop_EcoRI_R TTGTGTGAATTCGCAGTGGATGTGC 
 
#13  Mut2_NonStop_EcoRI_R TTGTGTGAATTCCCGATGGCATCCTC 
 
#14  LGI1_NdeI_F ACGCATATGGAATCAGAAAGAA 
 
#15  LGI1_Stop_EcoRI_R CCCGGGGAATTCTCATGCGCTTAAGTCAAGTAT 
 
#16  PS+EPTP(sin LRRs)_R TTTGCAAATTCTGTCTTCCCCTCAGT 
 
#17  LGI1-DH-R1-EcoRI_F GTCTTAGAATTCATCAATAGTCTCTCCTCGAAG 
 
#18  LGI1_no EPTP_R GTACAAGAATTCTAATGATGCAATCGAAATCC 
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Continuación de la tabla 8 
 
#19  C46R_F CCCTGCCGTGCCGTGcGTACTTGTAC 
 
#20  C46R_R GTACAAGTACgCACGGCAGGG 
 
#21  F318C_F GCAAATAAATgCATAAAAAATCC 
 
#22  F318C_R GGATTTTTATGcATTTATTTGC 
 
#23  E383A_F ACTGATGTGGcATATCTAGAA 
 
#24  E383A_R TTCTAGATATgCCACATCAGT 
 
#25  S145_F TAATTCACTTGAGgCTTGCAAACAACA 
 
#26  S145_R TGTTGTTTGCAAGcCTCAAGTGAATTA 
 
#27  C200R_F AGACATCTACaGCGAAGGCCC 
 
#28  C200R_R GGGCCTTCGCtGTAGATGTCT 
 
#29  pEGFP.N1_R 
(seq) 
GCCGTCGTCCTTGAAGAAGATGG 
#30  Adap_Flag_F 
 
CTGACTACAAGGACGACGATGACAAGTAGCCC 
#31  Adap_Flag_R 
 
GGGCTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCAGGTAC 
#32  pFLAG_R (seq) CCTCTACAAATGTGGTATGGC 
 
#33  N192Q_F TGGCCACACCcAaGCAACTGTTG 
 
#34  N192Q_R CAACAGTTGCtTgGGTGTGGCCA 
 
#35  N277Q_F GAATTATGACcAaATTACAGGCA 
 
#36  N277Q_R TGCCTGTAATtTgGTCATAATTC 
 
#37  N422Q_F ATTATTCACTcAaCAAACTGACA 
 
#38  N422Q_R TGTCAGTTTGtTgAGTGAATAAT 
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ANEXO II Descripción de las construcciones. 
 
Clones o vectores de entrada del sistema Gateway, generado para 
subclonar a partir de ellos mediante reacciones de recombinación LR 
(entre un producto de PCR que contiene los extremos attB y el vector 
pDONOR que contiene los extremos attP) y generar vectores o clones de 
expresión. 
 
Tabla 9 Clones o vectores de entrada (pENTRY) del sistema Gateway.  
Construcción Inserto Vector Cebador Estrategia 
 
pENTRY LGI1 FL LGI1 FL pDONOR 
 
#1 y #2 Reacción BP 
Molde PCR: genoteca cerebro 
 
pENTRY LGI1 SP LGI1 SP pDONOR 
 
#1 y #2 Reacción BP 
Molde PCR: genoteca cerebro 
 
pENTRY LGI1 758 delC LGI1 758 delC pDONOR 
  
#5 y #6 Mutagénesis dirigida 
Molde PCR: pENTRY LGI1FL 
 
pENTRY LGI1 758delC (II) LGI1 758 delC pDONOR 
 
# 1 y # 
4 
Mutagénesis dirigida 
Molde PCR: pENTRY LGI1 
758delC 
 
pENTRY LGI1 1420C→T 
 
LGI1  1420C→T pDONOR 
 
#1 y #3 Reacción BP 
Molde PCR: pENTRY LGI1 FL 
 
pENTRY LGI1 FL His LGI1 FL His       
 
pDONOR 
 
#7 y#8 Mutagénesis dirigida 
Molde PCR: pENTRY LGI1F 
L 
pENTRY LGI1 SP His LGI1 SP His       pDONOR  
 
#7 y#8 Mutagénesis dirigida 
Molde PCR: pENTRY LGI1SP 
 
 
 
 
Construcciones empleadas para la expresión en bacterias. 
 
Tabla10 Construcciones para expresión en procariotas 
Construcción Inserto Vector Cebadores Estrategia 
 
pDEST 17 LGI1 FL.His 
 
LGI1 FL His pDEST 17  Reacción LR 
 
pET22 LGI1 FL .His 
 
LGI1 FL His pET22 #14 y #15 Subclonación direccional 
PCR 
 
pGEX LGI1 FL .His 
 
LGI1 FL His pGEX 6P1  Subclonación direccional 
PCR 
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 Construcciones en pEGFP.N1, este vector fusiona GFP en el 
extremo carboxilo de la proteína (para no interferir con el péptido señal), 
posee resistencia a Kanamicina y se utiliza par expresión de proteínas 
en líneas celulares eucariotas. 
 
 
Tabla 11 Construcciones en el vector pEGFP.N1 de expresión en células de 
mamífero.  
Construcción Inserto Vector Cebadores Estrategia 
 
pEGFP.N1 LGI1 FL     LGI1 FL       
 
pEGFP.N1 #9 y #10 Subclonación 
direccional 
PCR 
 
pEGFP.N1 LGI1 SP  
 
LGI1 SP      pEGFP.N1 #9 y #11 Subclonación 
direccional 
PCR 
 
pEGFP.N1 LGI1 758 delC  
  
LGI1 758delC       pEGFP.N1 #9 y #12 Subclonación 
direccional 
PCR 
 
pEGFP.N1 LGI1  1420C→T  
 
LGI1  1420C→T  pEGFP.N1 #9 y #13 Subclonación 
direccional 
PCR 
 
pEGFP.N1 LGI1 ∆LRRs LGI1 ∆LRRs pEGFP.N1 
 
#9 y #16 
#17 y #10 
#9 y #10 
 
Subclonación 
direccional 
PCR 
 
pEGFP.N1 LGI1 ∆EPTPs LGI1 ∆EPTPs pEGFP.N1 #9 y #18 
 
Subclonación 
PCR 
 
pEGFP.N1 C46R 
 
LGI1 FL C46R 
 
pEGFP.N1 #19 y #20 Mutagénesis 
dirigida 
 
pEGFP.N1 F318C 
 
LGI1 FL F318C 
 
pEGFP.N1 #21 y #22 Mutagénesis 
dirigida 
 
pEGFP.N1 E383F 
 
LGI1 FL E383F 
 
pEGFP.N1 #23 y #24 Mutagénesis 
dirigida 
 
pEGFP.N1 S145R 
 
LGI1 FL S145R 
 
pEGFP.N1 #25 y #26 Mutagénesis 
dirigida 
 
pEGFP.N1 C200R 
 
LGI1 FL C200R 
 
pEGFP.N1 #27 y #28 Mutagénesis 
dirigida 
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Construcciones en el vector pFLAG. Este vector deriva del vector 
pEGFP.N1 al que se ha eliminado mediante digestión la GFP, y se ha 
añadido en su lugar la etiqueta FLAG mediante adaptadores. Al derivar 
de pEGFP.N1 posee resistencia a Kanamicina y se utiliza par expresión 
de proteínas en líneas celulares eucariotas. 
 
Tabla 12. Construcciones en el vector pFLAG de expresión en células de 
mamífero. 
Construcción Inserto Vector Cebador Estrategia 
 
pFLAG LGI1 FL     LGI1 FL   
 
pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG LGI1 SP  
 
LGI1 SP     pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG LGI1 758delC  
  
LGI1 758 delC His  pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG LGI1  1420C→T  
 
LGI1 1420C→T   pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG LGI1 ∆LRRs LGI1 ∆LRRs pFLAG  
 
 Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG LGI1 ∆EPTPs LGI1 ∆EPTPs pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG C46R 
 
LGI1 FL C46R 
 
pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG F318C 
 
LGI1 FL F318C 
 
pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG E383F 
 
LGI1 FL E383F 
 
pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG S145R 
 
LGI1 FL S145R 
 
pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG C200R 
 
LGI1 FL C200R 
 
pFLAG  Subclonación 
direccional digestión 
 
pFLAG LGI1 ∆EPTPs N192Q 
 
LGI1 ∆EPTPs 
N192Q 
pFLAG #33 y #34 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1 ∆LRRs N277Q 
 
LGI1 ∆LRRs 
N277Q 
pFLAG #35 y #36 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1 ∆LRRs N422Q 
 
LGI1 ∆LRRs 
N422Q 
pFLAG #37 y #38 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1 ∆LRRs N277Q + 
N422Q 
 
LGI1 ∆LRRs 
N277Q + N422Q 
 
pFLAG #37 y #38 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1 FL  N192Q 
 
LGI1 FL  N192Q 
 
pFLAG #33 y #34 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1 FL  N277Q 
 
LGI1 FL  N277Q 
 
pFLAG #35 y #36 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1 FL  N422Q 
 
LGI1 FL  N422Q 
 
pFLAG #37 y #38 Mutagénesis dirigida 
 
pFLAG LGI1FL N192Q + N277Q 
+ N422Q 
 
LGI1FL N192Q + 
N277Q + N422Q 
 
pFLAG #35 y #36 
#37 y #38 
Mutagénesis dirigida 
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ANEXO III Anticuerpos empleados en western blot 
 
 A continuación se detalla una tabla con los anticuerpos 
empleados en wester blot, en la que se especifica la especie en la que 
fueron genenrados, la dilución de uso así como el origen de los mismos. 
 
Tabla 13 Resumen de los anticuerpos empleados en western 
blot. Especie en la que fueron generados, dilución de uso y origen. 
Anticuerpo Especie Dilución  Fuente 
 
Primarios 
P01C258 
Purificado por 
columna de proteína 
A 
Conejo 1:100 
1:250 
1:500 
1:1000 
1:2500 
1:5000 
Laboratorio 
P03C262 
Purificado por 
columna de proteína 
A 
Conejo 1:100 
1:250 
1:500 
1:1000 
1:2500 
1:5000 
Laboratorio 
P01C258 
Purificado por 
columna de antígeno 
Conejo 1:100 
 
Laboratorio 
P03C262 
Purificado por 
columna de antígeno 
Conejo 1:100 
 
Laboratorio 
Anti-GFP Conejo 1:1000 Molecular probes 
Anti-Flag(M2) Ratón 1:1000 Sigma 
Anti-Flag  Conejo 1:500 Sigma  
Anti-p75NTR Conejo 1:5000 Cedido por el Dr. Phil 
Barker (MNI-McGill) 
Ani-Lingo1 Conejo 1:1000 Cedido por el Dr. Phil 
Barker (MNI-McGill) 
Anti-NgR Conejo 1:1000 Cedido por la Dra. 
Alyson Fournier (MNI-
McGill) 
Anti-Calnexina Conejo 1:1000 Molecular probes 
Anti-Histdinas Ratón 1:1000 Roche 
 
Anticuerpos conjugados a HRP 
Anti-GST HRP Ratón 1:10000 Amersham 
 
Secundarios 
Anti-ratónHRP Burro  1:5000 Jackson 
Anti-conejoHRP Burro 1:5000 Jackson 
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